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III1. Einleitung
1.1. Maligne Erkrankungen im Kindesalter
In Deutschland wird j¨ ahrlich bei etwa 1.800 Kindern und Jugendlichen eine maligne (lat.
malignus =schlecht, b¨ osartig) Krebserkrankung diagnostiziert. Dies entspricht einer j¨ ahr-
lichen Inzidenz von 13 Erkrankungen bei 100.000 Kindern. Im Vergleich zum Erwachsenen
sind Krebserkrankungen bei Kindern jedoch eher selten und machen nur 1% aller Erkran-
kungen im Kindesalter aus. Dennoch stellen sie bis heute die zweith¨ auﬁgste Todesursache
bei Kindern und Jugendlichen dar [1, 2].
Abbildung 1.1: H¨ auﬁgkeitsverteilung maligner Erkrankungen bei Kindern und Jugendlichen
in Deutschland. Im Jahresbericht 2010 des Deutschen Kinderkrebsregisters wurden 44.866 Erkrankun-
gen bei Patienten unter 15 Jahren an insgesamt 83 deutschen Kliniken aus den Jahren 1980 bis 2008
zusammengefasst. Die h¨ auﬁgsten Krebserkrankungen sind Leuk¨ amien, ZNS-Tumoren und Lymphome.
Abk¨ urzungen: ALL: akute lymphatische Leuk¨ amie, AML: akute myeloische Leuk¨ amie, CML: chronische
myeloische Leuk¨ amie, MDS: Myelodysplastisches Syndrom, sympath. NS: sympathisches Nervensystem,
ZNS: zentrales Nervensystem (Eigene Abbildung in Anlehnung an das Deutsche Kinderkrebsregister) [1].
Etwa ein Drittel aller krebskranken Kinder in Deutschland leidet an Leuk¨ amie (⊲ Abb.
1.1). Diese kann in eine akute und in eine chronische Form unterschieden werden, wobei
die chronische Leuk¨ amie im Kindesalter eine eher untergeordnete Rolle spielt. Die ¨ uber-
wiegende Mehrzahl der Kinder leidet an der schnell voranschreitenden, akuten Form der
Leuk¨ amie [3]. Die akute lymphatische oder lymphoblastische Leuk¨ amie (ALL) ist eine ma-
ligne klonale Neoplasie (Neubildung, griech. neo =neu, plastein =formen) der fr¨ uhen lym-
phatischen Vorl¨ auferzelle und ist die h¨ auﬁgste Krebserkrankung im Kindesalter. Die aku-
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te myeloische Leuk¨ amie (AML) entsteht durch eine maligne Transformation einer fr¨ uhen
myeloischen Vorl¨ auferzelle und ist die deutlich seltenere, aber prognostisch ung¨ unstigere
Leuk¨ amieform bei Kindern. W¨ ahrend die ALL mit einer Inzidenz von 80% im Vergleich
zur AML die h¨ auﬁgste Leuk¨ amieform im Kindesalter darstellt, macht die AML einen
Großteil der akuten Leuk¨ amien im Erwachsenenalter aus. Ebenfalls zu den h¨ amatolo-
gischen, also das blutbildende System betreﬀenden, onkologischen Erkrankungen z¨ ahlen
die Lymphome, welche die drittgr¨ oßte Gruppe maligner Erkrankungen im Kindesalter
repr¨ asentieren. Sie werden in Hodgkin-Lymphome (auch Morbus Hodgkin genannt, MH)
und Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) unterteilt und sind maligne Neoplasien des lympha-
tischen Gewebes. Des Weiteren treten auch maligne solide Tumoren des zentralen und
sympathischen Nervensystems wie z.B. das Neuroblastom (NB), aber auch Weichteiltu-
moren wie das Rhabdomyosarkom (RMS) auf [4, 5].
Aufgrund der relativ geringen Inzidenz einzelner Krebserkrankungen bei Kindern werden
diese in p¨ adiatrisch-onkologischen Kliniken in Deutschland, ¨ Osterreich und der Schweiz
nach Therapieoptimierungsprotokollen der Gesellschaft f¨ ur p¨ adiatrische Onkologie und
H¨ amatologie (GPOH) behandelt [2]. Die verschiedenen Therapieprotokolle basieren dabei
meist auf einer Kombination von Chirurgie, Radiotherapie und Chemotherapie. Patien-
ten werden zudem erkrankungsspeziﬁsch nach internationalen Therapieprotokollen unter-
schiedlichen Risikogruppen zugeordnet (high-, middle-, low-risk) und erhalten entspre-
chend intensive Therapieprotokolle. Am Beispiel der Leuk¨ amien erfolgt die Risikogrup-
penzuordnung unter Ber¨ ucksichtigung von molekulargenetischen Abberationen, dem The-
rapieansprechen und dem Niveau an Resterkrankung (minimal residual disease, MRD)
[6, 7]. Bei Kindern mit ALL betragen die ¨ Uberlebensraten in Abh¨ angigkeit der initialen
Risikogruppe im Durchschnitt etwa 80%, bei der AML liegen die Heilungsraten hingegen
nur bei etwa 55 bis 60% [8].
Ein weiteres Therapieelement zur Behandlung von malignen h¨ amatologischen und onko-
logischen Erkrankungen kann zudem die Transplantation von h¨ amatopoetischen (blutbil-
denden) Stammzellen darstellen, wodurch die ¨ Uberlebenschance p¨ adiatrischer Hochrisiko-
patienten erheblich verbessert werden konnte. Patienten mit Leuk¨ amien stellen dabei die
gr¨ oßte p¨ adiatrische Patientengruppe mit Indikation zu einer h¨ amatopoetischen Stamm-
zelltransplantation dar. Auch Hochrisikopatienten mit malignen Lymphomen, Weichteil-
und soliden Tumoren wie dem Neuroblastom werden h¨ auﬁg nach nicht kurativer The-
rapie und Rezidiv zur Therapieintensivierung nach einer Hochdosis-Chemotherapie mit
h¨ amatopoetischen Stammzellen transplantiert [9].
21.2. H¨ amatopoetische Stammzelltransplantation
1.2. H¨ amatopoetische Stammzelltransplantation
Einer h¨ amatopoetischen Stammzelltransplantation (SZT) geht eine sog. Konditionierung
– eine kombinierte Behandlung aus verschiedenen Chemotherapeutika, immunsuppres-
siven Medikamenten und ggf. einer Radiotherapie – zur Eliminierung der Tumorzellen
voraus. Die Transplantation von h¨ amatopoetischen Stammzellen wird durchgef¨ uhrt, um
die H¨ amatopoese (Blutbildung) nach einer myeloablativen, d.h. einer knochenmark- und
stammzelltoxischen Konditionierung, wieder aufzubauen (⊲ Abb. 1.2) [5].
Abbildung 1.2: H¨ amatopoese. Bildung der Zellen des Blutes aus den pluripotenten h¨ amatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark in die drei blutbildenden Zellreihen der Thrombozyten, Erythrozyten und
die Gruppe der Leukozyten (Abbildung entnommen aus dem Taschenatlas der Immunologie, Thieme-
Verlag, 2. Auﬂage 2006) [10].
Man unterscheidet zwischen einer autologen und allogenen Transplantation. Bei der auto-
logen Transplantation (griech. aut´ os =selbst) werden dem Patienten eigene h¨ amatopoe-
tische Stammzellen nach einer myeloablativen Konditionierung retransfundiert [11]. Die
autologe SZT gew¨ ahrleistet somit eine Rekonstitution der H¨ amatopoese, wodurch eine
Dosisintensivierung der Chemo- bzw. Chemoradiotherapie (Hochdosistherapie) zur nach-
haltigen Eradikation, also der vollst¨ andigen Eliminierung von Tumorzellen, erst erm¨ oglicht
wird [5].
Bei einer allogenen Transplantation (griech. allos =anders, verschieden) werden dem Pa-
tienten hingegen k¨ orperfremde h¨ amatopoetische Spenderstammzellen appliziert. H¨ ama-
tologische Erkrankungen wie Leuk¨ amien, bei denen die Malignit¨ at ihren Ursprung in
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den h¨ amatopoetischen Vorl¨ auferzellen im Knochenmark hat, bed¨ urfen den Austausch
durch neue, gesunde Spenderstammzellen. Die Myeloablation dient neben der Eradikation
von Tumor- und Leuk¨ amiezellen und der Vermeidung einer Abstoßung des Transplantats
durch Spenderlymphozyten auch dazu, ”Platz“ f¨ ur die Ansiedlung der gesunden h¨ amato-
poetischen Stammzellen des Spenders zu schaﬀen [11].
Nach erfolgter myeloablativer Konditionierung und h¨ amatopoetischer SZT besteht in den
ersten ein bis zwei Wochen beim Empf¨ anger eine sog. Aplasie (griech. aplastia =Nichtaus-
bildung) mit einhergehender Panzytopenie – dem Fehlen aller drei blutbildenden Zellrei-
hen der Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten. In den folgenden zwei bis drei
Wochen beginnt die Neubildung des blutbildenden Systems aus den Stammzellen des
Spenders, was durch steigende Zellzahlen der Neutrophilen, Monozyten, Lymphozyten,
Thrombozyten und auch Erythrozyten im peripheren Blut gekennzeichnet ist [4]. Von ei-
nem Engraftment, dem Anwachsen des Transplantats, spricht man je nach Deﬁnition bei
stabilen Werten neu gebildeter Leukozyten >1.000/µl und Thrombozyten >50.000/µl im
peripheren Blut. Chim¨ arismus-Analysen nach allogener SZT geben dabei anhand der Be-
stimmung des Anteils an Spender- und Empf¨ angerzellen Auskunft ¨ uber das Engraftment
bzw. ein m¨ ogliches Transplantatversagen, erm¨ oglichen aber auch die fr¨ uhzeitige Erken-
nung eines Rezidivs. Erfolgt die gesamte H¨ amatopoese durch Spenderzellen wird von
einem kompletten Chim¨ arismus (complete chimerism, CC) gesprochen, w¨ ahrend eine Ko-
existenz von h¨ amatopoetischen Spender- und Empf¨ angerzellen als gemischter Chim¨ aris-
mus (mixed chimerism, MC) bezeichnet wird [12, 13].
1.2.1. Spenderauswahl – Die HLA-Barriere
Bei allogenen Transplantationen sind ¨ Ubereinstimmungen von speziﬁschen Gewebemerk-
malen, den sog. Histokompatibilit¨ atsantigenen oder human leukocyte antigen (HLA)-
Molek¨ ulen, zwischen Spendern und Empf¨ angern von entscheidender Bedeutung. Die HLA-
Molek¨ ule zeigen einen sehr hohen Polymorphismus, wodurch jeder Mensch durch ein indi-
viduelles Expressionsmuster ausgezeichnet wird. Es gibt zwei Klassen von HLA-Molek¨ ulen,
die beide auf dem Haupt-Histokompatibilit¨ ats-Komplex (major histocompatibility com-
plex, MHC) auf Chromosom 6 codiert sind und daher auch MHC-Molek¨ ule genannt wer-
den [4]. HLA-Klasse-I-Molek¨ ule (HLA-A, HLA-B, HLA-C) werden von allen kernhaltigen
Zellen und Thrombozyten mit Ausnahme von Trophoblasten exprimiert und pr¨ asentieren
intrazellul¨ are k¨ orpereigene und k¨ orperfremde Antigene den CD8+ zytotoxischen T-Zellen.
HLA-Klasse-II-Molek¨ ule (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ) werden nur von Antigen-pr¨ asen-
tierenden Zellen wie Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen ex-
primiert und pr¨ asentieren vorwiegend durch Phagozytose aufgenommenen extrazellul¨ are
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Antigene den CD4+ Helfer-T-Zellen [14]. Da aufgrund des hohen Polymorphismus eine
vielf¨ altige Kombination der zahlreichen Allele an jedem Genlocus (HLA-A, -B, -C, -DR,
-DP, -DQ) m¨ oglich ist, aber jedes Individuum nur je 2 Allele besitzt – je eins vom m¨ utterli-
chen und eins vom v¨ aterlichen Chromosom codiert – ist die Suche nach einem ”passenden“
Spender nicht immer erfolgreich [15].
Im Rahmen einer Gentypisierung werden die Merkmale HLA-A, -B, -Cw, -DRB1 und -
DQB1 hochauﬂ¨ osend untersucht, d.h. es wird eine molekulargenetische Analyse der Allele
auf vierstelligem Niveau durchgef¨ uhrt (z.B. DRB1*1203). Eine ¨ Ubereinstimmung zwi-
schen Spender und Empf¨ anger in allen 10 (2×5) vierstelligen Merkmalen wird als 10 von
10 (10/10) Matching bezeichnet [16]. Anhand der ¨ Ubereinstimmung der HLA-Merkmale
ergibt sich folgende Spenderhierarchie:
Tabelle 1.1: Spenderhierarchie nach HLA-Merkmalen [17].
Matching Spender
1. 10/10 HLA-genomisch identer Geschwisterspender
(matched sibling donor, MSD)
2. 10/10 HLA-ph¨ anotypisch identer Familien- oder Fremdspender
(matched family donor, MFD / matched unrelated donor, MUD)
3. 9/10 HLA-identer Familien- oder Fremdspender
(matched family donor, MFD / matched unrelated donor, MUD)
4. ≤8/10 HLA-haploidenter Familien- oder Fremdspender
(mismatched family donor, MMFD / mismatched unrelated donor, MMUD)
1.2.2. Haploidente Stammzelltransplantation
Nur etwa 25% der Patienten haben einen HLA-genomisch identen Geschwisterspender.
F¨ ur weitere 50 bis 60% kann innerhalb von drei Monaten ein HLA-ph¨ anotypisch identer
Fremdspender in Spenderdatenbanken gefunden werden. Dennoch verbleiben etwa 15 bis
25% der Patienten f¨ ur die kein passender Spender zum Zeitpunkt der ben¨ otigten Trans-
plantation verf¨ ugbar ist [18, 19]. In diesem Fall besteht die M¨ oglichkeit Stammzellen eines
nur zur H¨ alfte ¨ ubereinstimmenden HLA-haplo(halb)identen Spenders zu transplantieren.
Neben Geschwistern kommen hier meist die Eltern als Stammzellspender in Frage.
Haploidente Stammzelltransplantationen sind eine vielversprechende alternative Thera-
pieoption f¨ ur p¨ adiatrische Hochrisikopatienten ohne passenden Stammzellspender, da f¨ ur
nahezu jeden Patient ein haploidenter Familienspender schnell und wenn n¨ otig wiederholt
verf¨ ugbar ist [16, 20]. Aufgrund der HLA-Disparit¨ at besteht allerdings die Gefahr von
schwerwiegenden immunologischen Spender-Empf¨ anger-Reaktionen (⊲ Kapitel 1.2.4). Um
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Abstoßungsreaktionen zu vermeiden, wird daher zum einen die Zahl der potentiell allore-
aktiven T-Zellen im Transplantat massiv reduziert und zum anderen wird eine deutlich
erh¨ ohte Menge an Stammzellen transplantiert (Megadosis) [21]. Dennoch waren nahezu
vollst¨ andig T-Zell-depletierte haploidente Transplantationen durch die Entfernung aller
immunkompetenter Zellpopulationen h¨ auﬁg von einer sp¨ aten Immunrekonstitution und
einem hohen Infektionsrisiko begleitet [22–24].
In der in Frankfurt a.M. laufenden Studie ”Allogene Stammzelltransplantation mit CD3/
CD19-depletierten haploidenten Stammzellen bei p¨ adiatrischen Patienten mit malignen
und nicht malignen Systemerkrankungen“ (Clinical Trials.gov Nr. NCT 00945126) wer-
den Patienten mit einer Megadosis von >7×106/kgKG CD34+ Stammzellen und mit bis
zu 1×105/kgKG CD3+ residualen T-Zellen und anderen immunkompetenten Zellen wie
NK-Zellen und Antigen-pr¨ asentierenden Zellen transplantiert [19, 25]. Residuale T-Zellen
und vor allem alloreaktive NK-Zellen k¨ onnen sowohl gegen residuale Empf¨ angerlym-
phozyten wirken (⇒ Vermeidung der Transplantatabstoßung) als auch gegen residuale
Leuk¨ amie- und Tumorzellen eine antitumorale Wirkung aus¨ uben (⇒ F¨ orderung Graft-
versus-Leukemia/Tumor (GvL/T) Eﬀekt) [26, 27]. Da eine intensive Konditionierungsthe-
rapie h¨ auﬁg von einer erh¨ ohten transplantationsbedingten Mortalit¨ at (transplant-related
mortality, TRM) begleitet ist – einhergehend mit einer langen Aplasie, langsamen Immun-
rekonstitution und einer hohen Gefahr von Infektionen – wurden die Patienten mit ei-
nem reduced-intensity conditioning regime konditioniert. Diese dosisreduzierte Konditio-
nierung, bestehend aus den Substanzen Melphalan, Thiotepa, Fludarabin und OKT3,
f¨ uhrte zu einem schnelleren Engraftment und einer z¨ ugigen Immunregeneration bei gerin-
gerer Toxizit¨ at [28–30]. Um die haploidente SZT klinisch realisierbar zu machen, spielt
vor allem das Verfahren der Transplantataufbereitung eine entscheidende Rolle.
1.2.3. Stammzellgewinnung und -aufbereitung
Neben der Isolierung von h¨ amatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark und aus
Nabelschnurblut hat die Gewinnung peripherer Blutstammzellen (peripheral blood stem
cells, PBSC) in den letzten 15 Jahren zunehmend Anwendung gefunden. Durch subku-
tane Gabe des Wachstumsfaktors G-CSF (Neopogen➤) kommt es zur Mobilisierung der
Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut des Spenders. Somit wird ein
20- bis 100-facher Anstieg h¨ amatopoetischer Stammzellen im peripheren Blut verursacht.
Diese k¨ onnen mittels einer Leukapherese, d.h. einem Hinwegtragen (griech. apherein) des
weißen (griech. leuk´ os) Zellgutes, abgesammelt werden. Dabei werden bei sog. large vo-
lume Leukapheresen innerhalb von vier bis f¨ unf Stunden ca. 20 Liter Blut des Spenders,
was in etwa dem 3,5- bis 4-fachen Blutvolumen entspricht, in einen extrakorporalen ge-
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schlossenen Kreislauf geleitet. Mittels Dichtegradienten-Zentrifugation werden ein Teil der
Spenderstammzellen und andere mononukle¨ are Zellen isoliert, w¨ ahrend die ¨ ubrigen Blut-
bestandteile und das Plasma dem Spender im Kreislauf wieder vollst¨ andig zur¨ uckgef¨ uhrt
werden. Bei erfolgreicher Stammzell-Mobilisierung und entsprechendem K¨ orpergewicht-
Verh¨ altnis von Spender zu Empf¨ anger wird somit in der Regel in ein bis zwei Leukaphere-
sen eine ausreichende Menge an Stammzellen f¨ ur die Transplantation gesammelt [31, 32].
Periphere Blutstammzellen in den gewonnenen Leukapherisaten k¨ onnen auf unterschiedli-
che Weise mittels Positiv- oder Negativselektion aufgereinigt werden. Bei der haploidenten
SZT steht neben der Aufreinigung der Stammzellen vor allem die Entfernung bzw. die
massive Reduktion der Spender-T-Zellen im Vordergrund, da diese eine schwerwiegen-
de Transplantat-gegen-Empf¨ anger Reaktion (Graft-versus-Host-Disease, GvHD) ausl¨ osen
k¨ onnen. Dies erfolgt durch die Markierung zellspeziﬁscher Oberﬂ¨ achenantigene mit mu-
rinen monoklonalen Antik¨ orpern, die an superparamagnetische Eisen-Dextran-Partikel
gekoppelt sind. Die immunomagnetische Isolation erfolgt ¨ uber eine Selektionss¨ aule, die
sich im Feld eines Permanentmagneten beﬁndet. Markierte Zellen werden somit zur¨ uckge-
halten, w¨ ahrend unmarkierte Zellen das Magnetfeld passieren k¨ onnen [33]. F¨ ur klinische
Applikationen erm¨ oglicht das CliniMACS-System der Firma Miltenyi Biotec eine nach
EU-Richtlinien zugelassene, CE-zertiﬁzierte Zellaufreinigung in einem geschlossenen ste-
rilen System nach GMP-Bedingungen (good manufacturing practice, GMP).
Bei der CD34-Positivselektion werden Stammzellen mit Magnetpartikel-gekoppelten An-
tik¨ orpern gegen das stammzellspeziﬁsche CD34 Oberﬂ¨ achenantigen markiert und mittels
Immunmagnetisolation im Magnetfeld angereichert. Nach Eluierung der Selektionss¨ aule
wird bei der CD34-Selektion eine hohe Reinheit der Pr¨ aparate von etwa 97% an CD34+
Zellen erzielt. Der Anteil an residualen T-Zellen ist extrem gering, wodurch eine Immun-
suppression nach SZT entf¨ allt [34]. Die CD3/CD19-Depletion ist eine Negativselektion
bei der CD3+ T-Zellen und CD19+ B-Zellen direkt aus dem Transplantat depletiert, also
entfernt werden. Durch Markierung der CD3 und CD19 Oberﬂ¨ achenantigene werden T-
und B-Zellen im Magnetfeld zur¨ uckgehalten, w¨ ahrend alle ¨ ubrigen Zellen das Magnetfeld
passieren und gesammelt werden k¨ onnen. T-Zellen werden zur Vermeidung der Entste-
hung einer GvHD entfernt, w¨ ahrend durch Depletion der B-Zellen EBV (Epstein-Barr-
Virus) assoziierte lymphoproliferative Erkrankungen vermieden werden. Zusammen mit
den CD34+ Stammzellen und CD34− Progenitorzellen verbleiben NK-Zellen, Antigen-
pr¨ asentierende Zellen wie Monozyten und dendritische Zellen, Granulozyten aber auch
residuale T-Zellen im Transplantat [35, 36]. Hohe Mengen an potentiell alloreaktiven
NK-Zellen lassen dabei die Aus¨ ubung des GvL/T-Eﬀekts im Patienten erhoﬀen. Eine
erh¨ ohte Anzahl an residualen T-Zellen kann hingegen mit schwerwiegenden immunologi-
schen Spender-Empf¨ anger-Reaktionen wie der Entstehung einer GvHD assoziiert sein.
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1.2.4. Immunologische Spender-Empf¨ anger-Reaktionen
Graft-versus-Host-Disease (GvHD)
Die Graft-versus-Host Erkrankung (Graft-versus-Host-Disease, GvHD) ist die h¨ auﬁgs-
te Komplikation nach allogener h¨ amatopoetischer SZT und stellt eine der Hauptursa-
chen f¨ ur eine transplantationsbedingte Mortalit¨ at dar. Dabei erkennen Spender-T-Zellen
aus dem Transplantat die HLA-Molek¨ ule des Empf¨ angers als fremd und reagieren in-
folgedessen zytotoxisch gegen diese Zellen und Gewebe. Der Grad des HLA Mismatch
korreliert dabei direkt mit dem Schweregrad der Immunreaktion. Das Auftreten einer
GvHD selbst nach HLA-identer Transplantation kann dabei im Zusammenhang mit sog.
Minor-Histokompatibilit¨ atsantigenen stehen, die unabh¨ angig von der HLA-¨ Ubereinstim-
mung ebenfalls zu Abstoßungsreaktionen f¨ uhren k¨ onnen [11, 37, 38].
Klinisch unterscheidet man eine akute und chronische Form der GvHD. Die innerhalb
der ersten 100 Tage nach SZT auftretende akute GvHD ¨ außert sich prim¨ ar durch Sch¨ adi-
gungen der Haut (Exantheme bis hin zur Blasenbildung), des gastrointestinalen Trakts
(Diarrhoe, Erbrechen) und der Leber (Hepatitis, Cholestase). Eine Manifestation nach
dem Tag 100 wird als chronische GvHD bezeichnet und ist in ihrem eigenen klinischen
Erscheinungsbild vielf¨ altig mit einem autoimmun¨ ahnlichen Charakter. Betroﬀen ist ne-
ben Darm, Leber, Augen und Schleimh¨ auten auch die Haut, was h¨ auﬁg von einer leder-
bzw. wachsartigen Hautver¨ anderung (Sklerodermie) gekennzeichnet ist. Die chronische
GvHD kann de novo oder auch aus einer persistierenden oder bereits abgeklungenen aku-
ten GvHD entstehen. Dabei ist die beste Prophylaxe zur Vermeidung einer chronischen
GvHD die Verhinderung bzw. die erfolgreiche Behandlung der akuten GvHD [11, 39]. Die
akute GvHD wird nach dem Ausmaß der Toxizit¨ at der betroﬀenen Organe in Stadien
eingeteilt, die den Schweregrad der GvH-Erkrankung deﬁnieren (⊲ Tab. 1.2).
Tabelle 1.2: Einteilung der akuten GvHD nach Organtoxizit¨ at und Schweregrad [11, 40].
Einteilung nach Toxizit¨ at einzelner Organe
Stadium Haut Leber Darm
1 Exanthem <25% der KOF Bilirubin 2–3 mg/dl Diarrhoe >500 ml/d
2 Exanthem 25–50% der KOF Bilirubin 3–6 mg/dl Diarrhoe >1000 ml/d
3 Exanthem >50% der KOF Bilirubin 6–15 mg/dl Diarrhoe >1500 ml/d
4 Blasenbildung Bilirubin >15 mg/dl Blutig/Ileus
Einteilung nach Schweregrad
Grad Haut Leber Darm
I Stadium 1–2 — —
II Stadium 1–3 oder Stadium 1 oder Stadium 1
III Stadium 2–3 oder Stadium 2–3 oder Stadium 2–3
IV Stadium 2–4 oder Stadium 2–4 oder Stadium 2–4
Ileus=Darmverschluss (griech. ile´ os =einschließen), KOF: K¨ orperoberﬂ¨ ache.
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Die Entstehung der akuten GvHD gliedert sich in drei Phasen. Die Konditionierung vor
h¨ amatopoetischer SZT, bestehend aus Chemo- und/oder Chemoradiotherapie, verursacht
Gewebesch¨ aden – speziell im gastrointestinalen Trakt des Empf¨ angers. Die dadurch be-
dingte Zytokinfreisetzung f¨ uhrt zu einer Aktivierung von Antigen-pr¨ asentierenden Zellen
(APZ), die empf¨ angereigene Antigene auf ihrer Zelloberﬂ¨ ache pr¨ asentieren. Nach SZT
f¨ uhrt die Antigenpr¨ asentation zu einer T-Zell-Aktivierung und Proliferation. W¨ ahrend
der Eﬀektor-Phase induziert die Zytokin-, Perforin- und Granzymfreisetzung und die Bin-
dung von Todes-Rezeptor und -Ligand (z.B. Fas/FasL) die Ausl¨ osung der Apoptose der
als ”fremd“ erkannten Empf¨ angerzellen. Dies entspricht im Fall einer Lyse von residua-
len Tumorzellen des Patienten dem erw¨ unschten GvL/T-Eﬀekt. Wird jedoch gesundes
Empf¨ angergewebe angegriﬀen, kommt es zur Entstehung einer akuten GvHD, die prim¨ ar
in den Organen Haut, Darm und Leber lokalisiert ist (⊲ Abb. 1.3) [39–41].
Abbildung 1.3: Pathophysiologie der akuten Graft-versus-Host-Disease (GvHD). Durch Ge-
webesch¨ aden, die aufgrund einer intensiven Konditionierung entstehen k¨ onnen, kommt es zu einer Ak-
tivierung der Empf¨ anger-APZ, welche daraufhin Spender-T-Zellen aus dem Transplantat aktivieren und
zur Proliferation anregen. Diese Eﬀektor-Zellen attackieren sowohl Tumorzellen des Empf¨ angers (⇒
GvL/T-Eﬀekt) als auch gesundes Gewebe der Haut, des Darms und der Leber sowie residuale h¨ ama-
topoetische Empf¨ angerzellen (⇒ GvHD). Abk¨ urzungen: APZ: Antigen-pr¨ asentierende Zellen, GvL/GvT:
Graft-versus-Leukemia/Tumor Eﬀekt, HLA: Humanes Leukozyten Antigen, IFN: Interferon, TCR: T-
Zellrezeptor, TNF: Tumornekrosefaktor (Abbildung entnommen und modiﬁziert aus Jenq und van den
Brink, Nature Reviews Cancer 2010) [41].
W¨ ahrend die akute GvHD Grad I keiner Therapie bedarf, ist die GvHD ≥Grad III eine
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schwere, lebensbedrohliche Erkrankung, die mit einer schlechten 5 bis 25%igen ¨ Uberlebens-
prognose assoziiert ist [39]. Zur GvHD-Prophylaxe und auch im Rahmen der Therapie
werden die Patienten mit verschiedenen immunsuppressiven Medikamenten behandelt (⊲
Kapitel 1.3). Dies beeintr¨ achtigt jedoch die Funktion und Immunrekonstitution von so-
wohl T-Zellen als auch anderen Lymphozyten, wodurch das Risiko einer Infektion deutlich
erh¨ oht wird. Da alloreaktive Spender-T-Zellen im Rahmen einer GvHD nicht nur gesun-
des Fremdgewebe sondern auch residuale Tumorzellen des Empf¨ angers als fremd erkennen
und eradizieren (GvL/T-Eﬀekt), kann eine kontrollierte GvHD ≤Grad II auch von the-
rapeutischem Nutzen sein [42].
Graft-versus-Leukemia/Tumor Eﬀekt (GvL/T)
Alloreaktive Spender-T-Zellen sind in der Lage residuale Leuk¨ amie- und Tumorzellen des
Empf¨ angers als fremd zu erkennen und zu eliminieren. Dies wird als der Graft-versus-
Leukemia/Tumor (GvL/T) Eﬀekt bezeichnet und spielt eine entscheidende Rolle auf dem
Weg zur vollst¨ andigen Eradikation der Erkrankung. Ungl¨ ucklicherweise sind es jedoch
diese allogenen T-Zellen, welche auch gesundes Gewebe des Empf¨ angers attackieren und
so eine lebensbedrohliche GvHD ausl¨ osen k¨ onnen [42]. Dennoch wurden leichte GvH-
Erkrankungen ≤Grad II mit einem besseren Engraftment und einem geringeren Rezidiv-
auftreten beschrieben, was den engen Zusammenhang beider immunologischen Spender-
Empf¨ anger-Reaktionen verdeutlicht [43, 44]. Neben T-Zellen spielen hierbei besonders
Nat¨ urliche Killerzellen (NK-Zellen) eine entscheidende Rolle. Diese erkennen die HLA-
Klasse-I-Molek¨ ule der Spenderzellen mittels sog. Killer-Immunglobulin-¨ ahnlichen Rezep-
toren (killer immunglobuline-like receptor, KIR). Der Mechanismus der potentiellen Allo-
reaktivit¨ at der NK-Zellen ergibt sich aus dem sog. ”KIR-Liganden Mismatch“, also der
fehlenden ¨ Ubereinstimmung zwischen dem inhibierenden KIR der Spender-NK-Zellen und
dem entsprechenden HLA-Klasse-I-Liganden der Empf¨ angerzellen. Dieser Eﬀekt l¨ asst be-
sonders im Rahmen der allogenen SZT – im Speziellen der haploidenten SZT, bei der nur
die H¨ alfte der HLA-Molek¨ ule zwischen Spender und Empf¨ anger ¨ ubereinstimmen – einen
großen therapeutischen Nutzen erhoﬀen. So wurde in adulten Patienten mit myeloischer
Leuk¨ amie bei haploidenter h¨ amatopoetischer SZT in der KIR-Liganden Mismatch Situa-
tion ein deutlich verbessertes ¨ Uberleben mit reduzierter Rezidiv- und Abstoßungsrate
beschrieben [45].
Host-versus-Graft Reaktion (HvG)
Die Host-versus-Graft (HvG) Reaktion wird durch Empf¨ angerlymphozyten induziert, wel-
che die Konditionierungstherapie ¨ uberlebt haben und nun die transfundierten Spender-
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stammzellen aus dem Transplantat als fremd erkennen und abstoßen. W¨ ahrend die Trans-
plantatabstoßung bei HLA-identen Transplantaten mit etwa 2% eher selten ist, haben
HLA-diﬀerente Transplantationen ein Risiko von ca. 20 bis 30%. Speziell bei T-Zell-
depletierten haploidenten Transplantaten ist das Risiko erh¨ oht, da die Spender-T-Zellen
f¨ ur einen zytotoxischen Angriﬀ gegen residuale Empf¨ angerlymphozyten fehlen [11]. Weite-
re Risikofaktoren sind eine geringe Stammzellmenge im Transplantat, eine dosisreduzierte
Konditionierung und eine GvHD-Prophylaxe nach SZT [46]. Die Transplantation von einer
sog. Megadosis von etwa 7 bis 10×106/kgKG Stammzellen hat Abstoßungsreaktionen bei
der T-Zell-depletierten haploidenten SZT deutlich vermindert [21, 22]. In der in Frankfurt
a.M. laufenden Studie ”Allogene Stammzelltransplantation mit CD3/CD19-depletierten
haploidenten Stammzellen bei p¨ adiatrischen Patienten mit malignen und nicht malignen
Systemerkrankungen“ wird eine Megadosis Stammzellen mit bis zu 1×105/kgKG T-
Zellen und einer hohen Menge an NK-Zellen transplantiert. Diese k¨ onnen gemeinsam so-
wohl gegen residuale Empf¨ angerlymphozyten wirken als auch gegen residuale Leuk¨ amie-
und Tumorzellen einen GvL/T-Eﬀekt aus¨ uben [19, 35, 47]. Ersten Anzeichen einer Absto-
ßungsreaktion, wie einem steigendem gemischten Chim¨ arismus, wird durch Herabsetzen
der immunsuppressiven GvHD-Prophylaxe und der Gabe von Spender-T-Zell-Infusionen
(donor lymphocyte infusion, DLI) entgegengewirkt. Zusammenfassend soll folgende Abbil-
dung 1.4 die sensible Balance immunologischer Spender-Empf¨ anger-Reaktionen und die
damit verbundenen Risiken und Nutzen im Rahmen der allogenen SZT verdeutlichen.
Abbildung 1.4: Immunologische Spender-Empf¨ anger-Reaktion in Bezug auf das HLA-
Matching. Eine erh¨ ohte HLA-Inkompatibilit¨ at (HLA-Mismatch) f¨ uhrt zu einer Steigerung des gew¨ unsch-
ten GvL/T-Eﬀekts, bringt aber das Risiko einer GvHD und Transplantatabstoßung mit sich. Bei der
HLA-identen (HLA-Match) Situation besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit des Engraftments, also des
Transplantat-Anwachsens. Die HLA-¨ Ubereinstimmung bringt jedoch keinen GvL/T-Eﬀekt gegen resi-
duale Tumorzellen mit sich, wodurch die Gefahr eines Rezidivs erh¨ oht wird. Abk¨ urzungen: GvHD: Graft-
versus-Host-Disease, GvL: Graft-versus-Leukemia/Tumor, HLA: Humanes Leukozyten Antigen (Eigene
Abbildung).
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Infektionen
Infektionen stellen eine der h¨ auﬁgsten schwerwiegenden Komplikationen mit Todesfolge
nach h¨ amatopoetischer SZT dar. In Folge des Fehlens aller immunkompetenten Leuko-
zyten w¨ ahrend der Aplasiephase, unmittelbar nach Konditionierung und SZT, sind die
Patienten besonders anf¨ allig f¨ ur jedweder Art von Infektionen. Diese sind im Speziellen
jegliche bakterielle Infektionen, Aspergillus spp. und Candida spp. Pilzinfektionen sowie
Infektionen mit den zu der Familie der Herpesviridae geh¨ orenden Viren HSV (Herpes-
Simplex-Virus), CMV (Cytomegalievirus) und VZV (Varizella-Zoster-Virus). Dem soll im
Rahmen einer umfassenden Infektionsprophylaxe entgegengewirkt werden. Dennoch tritt
bei einem Großteil der Patienten w¨ ahrend der Aplasie nach SZT Fieber auf [46, 48, 49]. Ei-
ne immunsuppressive Therapie zur GvHD-Prophylaxe nach SZT erh¨ oht zudem das Risiko
einer Infektion, da die Immunrekonstitution und Funktionalit¨ at vieler immunkompetenter
Zellen, insbesondere der T-Zellen, massiv eingeschr¨ ankt wird.
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Die immunsuppressive Therapie nach h¨ amatopoetischer SZT verfolgt im Wesentlichen
zwei Ziele. Zum einen soll eine Abstoßung der transfundierten Spenderstammzellen durch
den Empf¨ anger (HvG-Reaktion) verhindert werden. Zum anderen kann im Fall der haploi-
denten Transplantation mit T-Zell-depletierten Transplantaten mit Hilfe einer immun-
suppressiven Therapie eine durch residuale Spender-T-Zellen verursachte GvHD pro-
phylaktisch vermieden oder eine bereits induzierte akute oder chronische GvHD be-
handelt werden. Die Dosierung der immunsuppressiven Therapie im Rahmen der post-
Transplantations GvHD-Prophylaxe kann ein entscheidender Faktor f¨ ur den Therapie-
erfolg der SZT darstellen. Eine zu geringe Immunsuppression bringt die Gefahr einer
lebensbedrohlichen GvHD mit sich. Ist die Intensit¨ at der immunsuppressiven Therapie
jedoch zu stark, korreliert dies direkt mit einem massiv erh¨ ohten Infektionsrisiko und ei-
ner verz¨ ogerten Immunrekonstitution (⊲ Abb. 1.5) [50]. Zudem wird durch die Immun-
und Knochenmarksuppression der antitumorale GvL/T-Eﬀekt kompromittiert, wodurch
sich die Gefahr eines Rezidivs entsprechend erh¨ oht.
Abbildung 1.5: Die richtige Balance der Immunsuppression. Eine zu geringe Immunsuppression
(−) ist von der Gefahr einer GvHD begleitet, w¨ ahrend eine gegenteilige zu hohe Immunsuppression (+)
das Immunsystem des Empf¨ angers so weit kompromittiert, dass sowohl Infektionen beg¨ unstigt als auch
das Risiko eines Rezidivs erh¨ oht wird (Eigene Abbildung).
Zur Eliminierung residualer Spenderlymphozyten werden im Rahmen der Konditionierung
monoklonale oder polyklonale Antik¨ orper in Kombination mit hochdosierten Steroiden
zur Prophylaxe von Transplantat-Abstoßungsreaktionen eingesetzt. OKT3 (Muromonab-
CD3, Orthoclone OKT3➤) ist ein muriner monoklonaler Antik¨ orper gegen das CD3 Anti-
gen (ǫ-Kette) des T-Zell-Rezeptors und f¨ uhrt zu einer raschen in vivo Depletion der CD3+
T-Zellen im Blut [10]. Polyklonale Antik¨ orper wie ATG (Anti-Thymozytenglobulin) oder
ALG (Anti-Lymphozytenglobulin) sind gegen eine Vielzahl von Oberﬂ¨ achenantigenen auf
T-Zellen gerichtet, wodurch eine Funktionsmodulation und eine komplementvermittelte
Lyse der T-Zellen induziert wird. Aufgrund von Homologien in den Oberﬂ¨ achenantigenen
ist die Bindung jedoch nicht T-Zell-speziﬁsch, was auch eine Depletion von B-, NK- und
dendritischen Zellen zur Folge hat [51].
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Die GvHD-Prophylaxe bzw. -Therapie nach allogener h¨ amatopoetischer SZT dient der
Kontrolle der Aktivit¨ at und Proliferation von mit dem Transplantat verabreichten resi-
dualen Spender-T-Zellen, um schwerwiegenden Spender-Empf¨ anger-Reaktionen entgegen-
zuwirken. Entsprechend des jeweiligen Therapieprotokolls werden die immunsuppressiven
Medikamente einzeln oder in Kombination ¨ uber unterschiedliche Zeitr¨ aume verabreicht.
Im Folgenden werden die wichtigsten Immunsuppressiva kurz vorgestellt.
Zur Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren geh¨ oren die Wirkstoﬀe Ciclosporin A (CsA) und
Tacrolimus (FK 506) deren Wirkungsmechanismen auf einer Hemmung der Synthese von
Interleukin-2 (IL-2) aber auch anderen Zytokinen und Chemokinen beruhen. Dies resul-
tiert in einer Blockierung der Lymphozyten-Proliferation und -Aktivierung, aber auch in
der Hemmung der T-Zell-vermittelten Immunantwort. Die Makrolidantibiotika Sirolimus
(Rapamycin) und das halb-synthetische Derivat Everolimus geh¨ oren zu der Gruppe der
mTOR-Inhibitoren. Die Inhibition der mTOR Kinase, welche eine zentrale Rolle in der
Regulation der Zellproliferation aus¨ ubt, resultiert daher in einem komplexen antiprolifera-
tiven Wirkungsproﬁl [51]. Die große Gruppe der Antimetaboliten greift zu verschiedenen
Zeitpunkten in den Replikationsprozess ein und hemmt die Zellproliferation. Alkylantien
wie Cyclophosphamid f¨ uhren zu einer Quervernetzung der DNA und verhindern so die im
Lauf der Replikation notwendige Strangtrennung. Der Purinantagonist Azathioprin oder
der Inhibitor eines zentralen Enzyms des de novo Purinbiosythesewegs Mycophenolat-
Mofetil (MMF) induzieren dabei eine Blockierung des Purin-Stoﬀwechsels, was sowohl ei-
ne Hemmung der Proliferation als auch eine Hemmung der Glykosylierung und Expression
von Adh¨ asionsmolek¨ ulen zur Folge hat (⊲ Kapitel 1.3.1) [52]. Die Wirkungsmechanismen
von Corticosteroiden wie Methylprednisolon und Prednisolon sind divers und greifen auf
vielf¨ altige Weise in die zellul¨ are Immunreaktionen ein [10].
Die in dieser Arbeit beschriebenen Therapieprotokolle verwenden zur Konditionierung
prim¨ ar die Chemotherapeutika Fludarabin, Thiotepa und Melphalan in Kombination
mit OKT3 (0,1 mg/kgKG, max. 5 mg/Tag, d −10 bis +3 nach SZT) oder ATG (insg.
60 mg/kgKG, d −4 bis −1) zur in vivo T-Zell-Depletion. Um daraus resultierende Zytokin-
bedingte Reaktionen zu vermeiden, werden dem Patienten ¨ uber den Zeitraum der OKT3-
bzw. ATG-Therapie zeitgleich hochdosierte Corticosteroide (Methylprednisolon, 2 mg/kg
KG) verabreicht. Patienten mit CD3/CD19-depletierten haploidenten Transplantaten er-
hielten zudem zur Vermeidung einer GvHD das Immunsuppressivum MMF ab Tag −3
vor SZT in einer Tagesdosis von 30 mg/kgKG. Die MMF-Therapie wurde dem Bedarf
individuell angepasst und entsprechend im Lauf der ersten Wochen bis Monate nach SZT
reduziert, bzw. mit dem Erreichen von 100/µl CD3+ T-Zellen im peripheren Blut abge-
setzt. Im Fall einer auftretenden GvHD wurde die Dosis ggf. erh¨ oht (max. 2 g/Tag) und
Corticosteroide (Prednisolon, 10 mg/kgKG) appliziert (⊲ Diskussion, Abb. 5.2).
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1.3.1. Mycophenolat-Mofetil
Mycophenolat-Mofetil (MMF, CellCept➤, Roche Pharmaceuticals) ist seit dem Jahr 1996
als Immunsuppressivum in Europa zugelassen. Im Gegensatz zu anderen Immunsuppres-
siva wie z.B. CsA zeigt die Behandlung mit MMF keine Neuro- oder Nephrotoxizit¨ at
und ist prim¨ ar von relativ milden gastrointestinalen und h¨ amatologischen Nebenwirkun-
gen begleitet [53, 54]. MMF wird nach oraler Verabreichung im Magen resorbiert und in
den pharmakologisch aktiven Metaboliten Mycophenols¨ aure (Mycophenolic acid, MPA)
umgewandelt. MPA wird in der Leber in die pharmakologisch inaktiven Abbauprodukte
Mycophenolat-Glucuronid (MPAG) und 7-O-Glucosid und in das pharmakologisch ak-
tive Acyl-Glucuronid metabolisiert. Da aus dem hepatisch sezernierten Hauptmetabolit
MPAG erneut MPA gewonnen werden kann, spielt dieses eine wichtige Rolle bei der Auf-
rechterhaltung des MPA-Plasmaspiegels (⊲ Abb. 1.6). MPA ist zu 97% an das Blutplasma-
Protein Albumin gebunden, wobei nur proteinungebundenes freies MPA pharmakologisch
aktiv ist [50, 51, 55].
Abbildung 1.6: Chemische Struktur von Mycophenolat-Mofetil und Mycophenols¨ aure.
Mycophenolat-Mofetil (MMF) wird durch Spaltung der Estergruppe zu dem aktiven Wirkstoﬀ Myco-
phenols¨ aure (Mycophenolic acid, MPA) metabolisiert. MPA wird in die pharmakologisch inaktiven Ab-
bauprodukte Mycophenolat-Glucuronid (MPAG) und 7-O-Glucosid und das aktive Acyl-Glucuronid me-
tabolisiert, wobei aus MPAG erneut MPA synthetisiert werden kann (Eigene Abbildung in Anlehnung
an Allison und Eugui, Immunopharmacology 2000) [56].
Mycophenols¨ aure ist ein halbsynthetisches Pilzderivat das erstmals im Jahr 1898 aus dem
Pilz Penicillium glaucum isoliert wurde. MPA ist ein speziﬁscher, reversibler nichtkompe-
titiver Inhibitor der Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) – eines der zentralen
Enzyme der Purinbiosythese. Der Purinmetabolismus basiert auf zwei Biosynthesewe-
gen: dem ”Salvage oder Cleavage Pathway“, bei dem Purinbasen durch Recycling von
Nukleins¨ auren entstehen, und dem ”de novo Pathway“, der auf der Neugenerierung der
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Nukleins¨ auren basiert (⊲ Abb. 1.7). Dabei sind zwei Schl¨ usselenzyme entscheidend bei der
Aufrechterhaltung des Guanosin- und Adenosinnukleoid-Reservoirs beteiligt: die PRPP-
Synthetase und die IMPDH. W¨ ahrend die meisten Zelltypen ¨ uber beide Synthesewege
ihre Nukleins¨ auren erhalten, sind Lymphozyten vollst¨ andig von der Neugenerierung, also
dem de novo Pathway, abh¨ angig [57].
Abbildung 1.7: Purinbiosynthesewege. MPA hemmt das zentrale Enzym im de novo Pa-
thway der Purinbiosynthese, die IMPDH. Somit kommt es zu einer Depletion von GMP, GTP und
dGTP. Das andere geschwindigkeitsbestimmende Enzym, die PRPP-Synthetase, wird durch Adeno-
sinnukleotide gehemmt und Guanosinnukleotide aktiviert. Durch ein Ungleichgewicht der Nukleo-
tide und durch die Abh¨ angigkeit vom de novo Pathway wird die Lymphozytenproliferation da-
her massiv gehemmt. Abk¨ urzungen: ADA: Adenosindeaminase, ADP: Adenosin-Diphosphat, AMP:
Adenosin-Monophosphat, ATP: Adenosin-Triphosphat, d: Desoxy-, DNA: Desoxyribonukleins¨ aure,
GDP: Guanosin-Diphosphat, GMP: Guanosin-Monophosphat, GTP: Guanosin-Triphosphat, HG-
PRTase: Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase, IMP: Inosin-Monophosphat, IMPDH: Inosin-
Monophosphat-Dehydrogenase, MPA: Mycophenols¨ aure, PRPP: Phosphoribosylpyrophosphat, RNA: Ri-
bonukleins¨ aure (Eigene Abbildung in Anlehnung an Allison und Eugui, Immunopharmacology 2000) [56].
Die Hemmung der IMPDH durch MPA hat eine Verminderung der Bildung der Guanosin-
Phosphate GMP, GDP und GTP zur Folge. Dabei wird die IMPDH Typ-II-Isoform, die
nur in aktivierten Lymphozyten exprimiert wird, 5-mal st¨ arker durch MPA gehemmt als
die Typ-I-Isoform, welche in den meisten anderen Zelltypen existiert. Daher und durch die
vollst¨ andige Abh¨ angigkeit von der de novo Purinbiosythese hat MPA einen deutlich ausge-
pr¨ agteren zytostatischen Eﬀekt auf Lymphozyten als auf anderen Zellarten [56]. Dies f¨ uhrt
selektiv in T- und B-Lymphozyten zu einer Hemmung der DNA- und RNA-Synthese, der
Lymphozytenproliferation und der Antik¨ orperproduktion, was die zentralen immunsup-
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pressiven Wirkmechanismen von MPA darstellen [58]. Allison und Eugui et al. haben im
Rahmen langj¨ ahriger Forschung beginnend im Jahr 1991 neben der antiproliferativen Wir-
kung auch zahlreiche andere Eﬀekte von MMF auf T- und B-Lymphozyten beschrieben
[52, 56, 58, 59]. So resultierte die MPA-bedingte Depletion von Guanosin-Nukleotiden in
einer Hemmung des Fukose- und Mannose-Transfers auf diverse Glykoproteine, zu denen
auch eine Reihe von Adh¨ asionsmolek¨ ulen z¨ ahlen. Dies wurde sowohl in Lymphozyten als
auch in Endothelzellen und Monozyten beschrieben [57, 60]. Des Weiteren wurde neben
der zytostatischen Wirkung auch die Induktion von Apoptose in aktivierten humanen T-
Zellen und T-Zelllinien beschrieben [61]. Zudem verursacht MMF eine selektive Hemmung
der induzierbaren NO-Synthetase (iNOS) in aktivierten Makrophagen und Endothelzel-
len, wodurch die Reaktion von NO und Superoxid zu dem hochreaktiven Peroxinitrit
unterdr¨ uckt wird und damit schwerwiegende Gewebesch¨ aden w¨ ahrend Entz¨ undungsre-
aktionen reduziert werden [62]. Da eine verst¨ arkte Aktivit¨ at der iNOS auch w¨ ahrend
Abstoßungsreaktionen beschrieben wurde, scheint MMF auch einer Transplantatabsto-
ßung entgegenzuwirken. Der Einﬂuss von MMF bzw. MPA auf die dritte Lymphozyten
Population – die NK-Zellen – ist jedoch bis heute weitestgehend ungekl¨ art und wurde im
Rahmen dieser Arbeit n¨ aher untersucht (⊲ Kapitel 4.2).
Verschiedene Ans¨ atze zum therapeutischen Monitoring erm¨ oglichen die Bestimmung von
freien und totalen MPA-Spiegeln im Patientenplasma. Die Sinnhaftigkeit eines pharma-
kokinetischen Monitorings von MPA-Plasmaspiegeln ist allerdings sehr umstritten und
ﬁndet klinisch nur unregelm¨ aßig Anwendung. Grund daf¨ ur ist die fehlende strenge Korre-
lation zwischen MMF-Dosis, MPA-Plasmaspiegeln und der Eﬃzienz der Therapie. Zu-
dem werden bis zu 10-fache inter- und intraindividuelle Variationen der AUCs (area
under the curve) und Talspiegel bei identer MMF-Dosierung beobachtet. Auch beein-
ﬂusst die gleichzeitige Gabe von MMF mit anderen Immunsuppressiva signiﬁkant die
MPA-Plasmakonzentrationen (z.B. MMF+Tacrolimus → Anstieg MPA-Konzentration,
MMF+CsA oder Steroide → Reduktion MPA-Konzentration) [50, 51]. Der Plasmaspiegel
ist somit ein ungen¨ ugender prognostischer Faktor bez¨ uglich der Eﬃzienz oder zu erwar-
tender Nebenwirkungen aber eine Methode zur ¨ Uberpr¨ ufung der Compliance, also der
konsequenten Einnahme des Immunsuppressivums [63].
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1.4. Das Immunsystem – Ein ¨ Uberblick
Das menschliche Immunsystem wird in zwei sich erg¨ anzende Systeme unterteilt. Das ange-
borene oder nat¨ urliche unspeziﬁsche System, bestehend aus dem Komplementsystem und
verschiedenen zellul¨ aren Eﬀektorzellen wie den Granulozyten, Monozyten/Makrophagen,
dendritischen Zellen und NK-Zellen, vermittelt dabei eine sehr schnelle Abwehr gegen
pathogene Erreger. Das adaptive erlernte Immunsystem, bestehend aus humoralen (lat.
humores =Fl¨ ussigkeit) Bestandteilen wie den Antik¨ orpern und den zellul¨ aren Komponen-
ten der T- und B-Lymphozyten, reagiert hingehen langsamer, vermittelt aber daf¨ ur eine
speziﬁsche und langanhaltende Immunit¨ at (⊲ Abb. 1.8) [64].
Abbildung 1.8: Angeborene und erlernte Immunit¨ at. Das angeborene Immunsystem reagiert in-
nerhalb von wenigen Stunden auf eine Infektion, meist in Form von Lyse oder Phagozytose von Pa-
thogenen. Es besteht aus l¨ oslichen Faktoren wie Komplement-Proteinen und aus diversen zellul¨ aren
Komponenten wie Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile), Mastzellen, dendritischen Zellen,
Monozyten/Makrophagen und den Nat¨ urlichen Killerzellen. Die in einigen Tagen bis Wochen entstehen-
de aber langanhaltende adaptive erlernte Immunantwort wird durch Antik¨ orper-produzierende B-Zellen,
Helfer-T-Zellen und zytotoxische T-Zellen vermittelt. Zytotoxische NK-¨ ahnliche T-Zellen und γδ T-Zellen
beinhalten Funktionen beider Immunsysteme (Abbildung entnommen aus Dranoﬀ et al., Nature Reviews
Cancer 2004) [64].
Die Phagozyten des angeborenen Immunsystems k¨ onnen Pathogene ohne eine vorherige
Aktivierung erkennen und mittels Phagozytose aufnehmen und zerst¨ oren (griech. pha-
gein =essen). Die Hauptpopulation der peripheren Blut Phagozyten, die Granulozyten,
werden in die Hauptgruppe der Neutrophilen und die kleinen Untergruppen der Eosinophi-
len und Basophilen unterteilt. Die mononukle¨ aren Phagozyten werden je nach Lokalisati-
on im K¨ orper z.B. als Monozyten (peripheres Blut), Makrophagen (Gewebe und Organe)
oder auch als Monoblasten (Knochenmark) bezeichnet. Die Gruppe der dendritischen Zel-
len (dendritic cell, DC) z¨ ahlt zudem zusammen mit den mononukle¨ aren Phagozyten zu
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den Antigen-pr¨ asentierenden Zellen (APZ). Dabei werden die nur etwa 0,1% der Leuko-
zyten ausmachenden zirkulierenden DCs des peripheren Blutes in plasmazytoide (pDC)
und myeloide (mDC) DCs unterschieden. Dem Auswandern der APZ des angeborenen Im-
munsystems in die lymphatischen Organe folgt die Pr¨ asentation pathogener Antigene und
somit die Induktion der speziﬁschen Immunantwort, welche durch die Zellpopulationen
der B- und T-Lymphozyten gesteuert wird. Es folgt eine Antigen-speziﬁsche klonale Ex-
pansion, was sowohl eine speziﬁsche und eﬃziente Antwort als auch einen langanhaltenden
Schutz durch Bildung einer Ged¨ achtnisreaktion erm¨ oglicht. Zytokine und Chemokine ko-
ordinieren dabei die Immunantwort durch Steuerung von Aktivierung, Diﬀerenzierung,
Wachstum, Migration und Eﬀektormechansimen der verschiedenen Zellen des angebore-
nen und erlernten Immunsystems in einem vielf¨ altigem und komplexen Netzwerk [10, 14].
Details zu den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zytokinen und Chemokinen sind
im Anhang ”Zytokine und Chemokine“ in Tabelle B.1 zu ﬁnden.
1.5. Nat¨ urliche Killerzellen
Nat¨ urliche Killerzellen (NK-Zellen) geh¨ oren zusammen mit den B- und T-Zellen zu der
Gruppe der Lymphozyten und werden dem angeborenen nat¨ urlichen Immunsystem zuge-
ordnet. Sie umfassen etwa 10 bis 15% der peripheren Blutlymphozyten und sind auch in
Milz, Lunge, Leber, Uterus und vor allem in den Lymphknoten lokalisiert [65]. NK-Zellen
und T-Zellen entstehen w¨ ahrend der H¨ amatopoese aus einer gemeinsamen lymphoiden
Vorl¨ auferzelle und diﬀerenzieren sowohl im Knochenmark als auch in sekund¨ aren lympha-
tischen Organen wie Lymphknoten, Tonsillen und dem Thymus [66–68]. Im Unterschied
zu T-Zellen k¨ onnen NK-Zellen ¨ uber evolution¨ ar hochkonservierte Rezeptorstrukturen vi-
rusinﬁzierte Zellen, Tumorzellen oder k¨ orperfremde Zellen ohne einen vorherigen Antigen-
kontakt eliminieren, was eine schnelle Immunreaktion erm¨ oglicht. W¨ ahrend T-Zellen ihre
Zielzellen durch die Expression von HLA-Molek¨ ulen auf der Zelloberﬂ¨ ache erkennen, wel-
che pathogene Antigene pr¨ asentieren, vermitteln NK-Zellen die Zytolyse bei einem Fehlen
oder einer fremden HLA-Expression. Um einer T-Zell-induzierten Immunantwort zu ent-
kommen, reduzieren virusinﬁzierte Zellen und Tumorzellen h¨ auﬁg ihre HLA-Expression
auf der Zelloberﬂ¨ ache. Diese ver¨ anderte HLA-Expression ist jedoch ein entscheidendes Si-
gnal zur Erkennung durch NK-Zellen, was die komplement¨ are Rolle von T- und NK-Zellen
in der Immunantwort verdeutlicht [69].
NK-Zellen werden ph¨ anotypisch als CD3-CD56+ Lymphozyten charakterisiert und k¨ onnen
durch das Vorhandensein und die Intensit¨ at der Expression der Oberﬂ¨ achenantigene CD56
und CD16 in zwei Hauptpopulationen unterschieden werden. Die CD56dimCD16+ Popu-
lation hat vorwiegend zytotoxische Funktionen und stellt im peripheren Blut (PB) mit ca.
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90% die gr¨ oßte NK-Zellpopulation dar. Die ¨ ubrigen 10% umfassen die CD56brightCD16dim/-
NK-Zellpopulation, die durch eine potente Zytokinproduktion vorwiegend immunregula-
torische Funktionen aus¨ ubt [70]. Beide Populationen exprimieren eine Vielzahl von Ober-
ﬂ¨ achenmolek¨ ulen, die an Zielzellerkennug, Adh¨ asion, Chemotaxis und Zytotoxizit¨ at be-
teiligt sind und die unterschiedlichen Funktionen beider Subpopulationen widerspiegeln
(⊲ Abb. 1.9).
Abbildung 1.9: NK-Zell-Subpopulationen. Unterschiede in Rezeptorexpression, Eﬀektormechanis-
men und Zytokin-Produktion der immunregulatorischen CD56bright und der zytotoxischen CD56dim NK-
Zell-Population. A) CD56bright NK-Zellen: hohe Zytokin- und Chemokin-Produktion; immunregulatori-
sche Funktionen; niedrige Expression von zytotoxischen Rezeptoren wie den Killer-Immunglobulin-¨ ahnli-
chen Rezeptoren (KIRs) und dem Fcγ-Rezeptor-III CD16; geringer Anteil lytischer Granula; Expression
des L-Selektins CD62L und des Chemokin-Rezeptors CCR7 bef¨ ahigt zum Homing in lymphoide Organe;
Expression des hochaﬃnen IL-2 Rezeptors IL-2Rαβγ erm¨ oglicht starke Proliferation nach IL-2 Stimula-
tion. B) CD56dim NK-Zellen: hohe KIR und CD16 Expression; vermehrtes Vorkommen lytischer Gra-
nula; dominante Rolle in der NK-Zell-Zytotoxizit¨ at; geringe Expression von CD62L und CCR7; geringe
Zytokin-Produktion und Proliferationskapazit¨ at durch die Expression des schwach IL-2 aﬃnen IL-2Rβγ.
Abk¨ urzungen: ADCC: Antik¨ orper-abh¨ angige zellul¨ are Zytotoxizit¨ at, lymphokine-activated killer (LAK)
Aktivit¨ at: Zytotoxizit¨ at nach Zytokinstimulation, Natural cytotoxicity: NCR-vermittelte nat¨ urliche Zy-
totoxizit¨ at (Abbildung entnommen aus Cooper et al., TRENDS in Immunologie 2001) [70].
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1.5.1. NK-Zell-Rezeptoren und Signaltransduktion
Die Regulierung der NK-Zell-Zytotoxizit¨ at erfolgt durch eine Balance von inhibierenden
und aktivierenden Signalen, welche durch verschiedene Oberﬂ¨ achenrezeptoren vermittelt
werden (⊲ Abb. 1.10) [69]. Dabei kann prim¨ ar zwischen drei großen Gruppen von Rezep-
toren unterschieden werden.
❼ Die Killer-Immunglobulin-¨ ahnlichen Rezeptoren (killer-cell immunoglobulin-
like receptor, KIR) k¨ onnen aufgrund ihrer Funktion in inhibierende und aktivie-
rende Rezeptoren unterteilt werden. Inhibierende KIRs haben je zwei bzw. drei
Immunglobulin-¨ ahnliche Dom¨ anen (D) und eine lange (L, engl. long) zytoplasmati-
sche Dom¨ ane (KIR2DL, KIR3DL). Die Bindung von inhibierenden KIRs mit dem
entsprechenden HLA-A, -B und -C Klasse-I-Molek¨ ul auf der Oberﬂ¨ ache der Zielzel-
le vermittelt bei korrekter ”Selbst“-Erkennung eine Inhibierung der zytotoxischen
Funktion. Aktivierende KIRs haben vorwiegend eine kurze (S, engl. short) zyto-
plasmatische Dom¨ ane (KIR2DS, KIR3DS). Da aktivierende KIRs eine geringere
Aﬃnit¨ at gegen¨ uber den selben Liganden haben als inhibierende KIRs, spielen diese
– soweit bisher bekannt – eine eher untergeordnete Rolle [71].
❼ Auch C-Typ Lektin-Rezeptoren k¨ onnen in inhibierende und aktivierende Rezep-
toren unterschieden werden. Die inhibierenden CD94/NKG2A/B und aktivierenden
CD94/NKG2C bzw. NKG2E/H Heterodimere erkennen nicht-klassische HLA-E Mo-
lek¨ ule, welche mit Peptiden von klassischen Klasse-I-HLA-Molek¨ ulen beladen sind.
Der als Homodimer vorkommende NKG2D Rezeptor ist einer der meist charak-
terisierten aktivierenden Rezeptoren. Die NKG2D Liganden MICA/B (MHC class
I chain-related antigens A/B) und die UL-16-Bindeproteine 1–4 (unique-long-16
binding protein, ULBP) werden von stressinduzierten-, virusinﬁzierten- und Tumor-
zellen exprimiert [72, 73].
❼ Die Nat¨ urlichen Zytotoxizit¨ ats-Rezeptoren (natural cytotoxicity receptor, NCR)
NKp30, NKp44 und NKp46 haben aktivierende Funktionen und werden ausschließ-
lich von NK-Zellen exprimiert. Die NCR-vermittelte Zytotoxizit¨ at kann zudem durch
Zytokin-Stimulation deutlich erh¨ oht werden [74]. Neben der Bindung von viralen
H¨ amagglutininen sind weitere Liganden bisher noch unbekannt. Dennoch wird ei-
ne verst¨ arkte Ligandenexpression auf transformierten Zellen vermutet, da NCRs
eine wichtige Funktion in der NK-Zell-vermittelten Lyse diverser Tumorzellen zuge-
schrieben werden konnte [75, 76]. Der k¨ urzlich beschriebene Ligand BAT3 auf der
Oberﬂ¨ ache von Tumorzellen und unreifen DCs ist an der NKp30 vermittelten Lyse
von unreifen DCs durch NK-Zellen beteiligt [77, 78].
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Abbildung 1.10: Aktivierende und inhibierende NK-Zell-Rezeptoren. Schematische Darstellung
einiger inhibierender und aktivierender NK-Zell-Rezeptoren mit dem Schwerpunkt auf der nach Ligan-
denbindung induizierten Transduktion von aktivierenden Signalen. Durch Bindung der aktivierenden
Rezeptoren mit dem entsprechenden Liganden auf der Zielzelle erfolgt die NK-Zell-Aktivierung, wodurch
eine eﬀektive Zielzelllyse erm¨ oglicht wird. Durch eine entsprechende Bindung inhibierender Rezeptoren
wird diese NK-Zell-Aktivierung verhindert und die Selbsttoleranz gew¨ ahrleistet. Abk¨ urzungen wurden
im Text erl¨ autert außer PVR: Poliovirus Rezeptor (Eigene Abbildung) [72, 79–84].
Bei der Vermittlung aktivierender Signale spielen auch diverse Zelladh¨ asionsmolek¨ ule ei-
ne wichtige Rolle. Das zur Familie der β2-Integrine geh¨ orende Lymphozyten-Funktions-
Antigen 1 (lymphocyte function-associated antigen 1, LFA-1), ein Dimer aus einer αL
(CD11a) und einer β2 (CD18) Kette, bindet die breitexprimierten interzellul¨ aren Adh¨ asi-
onsmolek¨ ule ICAM-1 bis 5 (intercellular adhesion molecule 1–5) [82]. Interaktionen von
LFA-1 mit ICAM sind dabei essentiell f¨ ur die Ausbildung einer Immunologischen Synapse
zwischen Eﬀektor- und Zielzellen verantwortlich. Somit wird der n¨ otige Zell-Zell-Kontakt
vermittelt, der die Bindung von Rezeptor und Zielzellligand erm¨ oglicht [85]. Die intrazel-
lul¨ are Weiterleitung aktivierender Signale durch Integrine erfolgt meist im Zusammenspiel
mit aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren oder Korezeptoren [86, 87]. So ist LFA-1 mit dem
Leukozyten-Adh¨ asionsmolek¨ ul DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1 receptor) assozi-
iert, welches an der Induktion von sowohl T- als auch NK-Zell-vermittelten zytotoxischen
Aktivit¨ aten beteiligt ist [87–89]. Auch wurde ein Zusammenhang von LFA-1 und dem
Fcγ-Rezeptor III (CD16) an der gerichteten Degranulierung w¨ ahrend der Antik¨ orper-
abh¨ angigen zellul¨ aren Zytotoxizit¨ at (ADCC) beschrieben [82].
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Signaltransduktion
Die NK-Zell-Aktivierung erfolgt unter dem komplexen Zusammenspiel von aktivierenden
und inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren durch den Kontakt mit malignen Zellen und un-
ter Einwirkung von Zytokinen. Dabei werden intrazellul¨ are Signalkaskaden aktiviert, die
das Wachstum, das Zell¨ uberleben, die Zytokin-Sekretion und die zytotoxische Aktivit¨ at
der NK-Zelle regulieren [84]. Allgemein kann die Transduktion dieser diversen aktivie-
renden Signale ¨ uber drei zentrale Signalkaskaden erfolgen. Diese werden im Folgenden
kurz vorgestellt und sind in Abbildung 1.11 schematisch dargestellt. Die Signalkaskaden
k¨ onnen sowohl durch eine Ligandenbindung aktivierender NK-Zell-Rezeptoren – auch im
Zusammenspiel mit Zelladh¨ asionsmolek¨ ulen – aber auch durch die Zytokinbindung eines
Zytokinrezeptors aktiviert werden.
Abbildung 1.11: Schematische Darstellung der drei zentralen Signalkaskaden der NK-Zell-
Aktivierung. Die Aktivierung von NK-Zellen erfolgt durch drei zentrale intrazellul¨ are Signalkaskaden:
den Jak/STAT-Signalweg, den MAPK/ERK-Signalweg und den PI3K/AKT-Signalweg. Dies wird sowohl
durch Zytokinbindung, wie hier am Beispiel des IL-2 Rezeptors gezeigt, als auch durch Ligandenbindung
aktivierender Rezeptoren und Zelladh¨ asionsmolek¨ ule vermittelt. Somit erfolgt die Regulierung der NK-
Zell-Proliferation, des Wachstums, des Zell¨ uberlebens sowie der zytotoxischen Aktivit¨ at der NK-Zellen.
Abk¨ urzungen wurden im Text erl¨ autert (Eigene Abbildung) [83, 84, 90–94].
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Die Zytokinbindung an dem entsprechenden Zytokinrezeptor f¨ uhrt zur Aktivierung des
JAK/STAT-Signalwegs, worauf die mit dem Zytokinrezeptor assoziierten Janus-Kina-
sen (z.B. Jak-1, -2, -3 und Tyk-2) aktiviert werden und bestimmte Tyrosin-Dom¨ anen des
Rezeptors phosphorylieren. Diese dienen den im Zytosol konstitutiv vorkommenden mo-
nomeren STAT-Molek¨ ulen (signal transducers and activators of transcription, STAT) als
Bindestelle, woraufhin die Tyrosin-Dom¨ anen (SH2-Dom¨ anen) der STAT-Molek¨ ule eben-
falls phosphoryliert und diese somit aktiviert werden. Es folgt eine Dimerisierung der
STAT-Molek¨ ule und die Translokalisation in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsfak-
toren an die Promotorregion diverser durch Zytokine regulierte Gene binden und Zell-
prozesse wie Proliferation, Wachstum und Zytotoxizit¨ at regulieren [91]. Dabei steht z.B.
STAT-3 im Zusammenhang mit T-Zell-Proliferation [95] und NK-Zell-Zytotoxizit¨ at [96],
STAT-4 mit NK-Zell-speziﬁscher zytotoxischer Aktivit¨ at [92] und STAT-5 mit sowohl
Proliferation als auch Zytotoxizit¨ at [91].
Der MAPK/ERK-Signalweg kann durch eine Vielzahl von Rezeptoren aktiviert wer-
den, zu denen aktivierende NK-Zell-Rezeptoren, Integrine und Zytokinrezeptoren z¨ ahlen.
Die Signaltransduktion in NK-Zellen erfolgt durch evolution¨ ar hochkonservierte zytoplas-
matische Dom¨ anen der Rezeptoren. Aktivierende Rezeptoren, wie z.B. aktivierende KIRs,
die NCRs (NKp30, NKp44 und NKp46) sowie der Fcγ-Rezeptor-III (CD16) vermitteln
Signale durch immunoreceptor tyrosine-based activating motifs (ITAMs) des Adaptermo-
lek¨ uls DAP12, der CD3ζ- und/oder der FcǫRIγ-Kette an intrazellul¨ are Signalmolek¨ ule
[97]. Dabei kommt es zu einer Aktivierung der zur Gruppe der Src-Kinasen geh¨ oren-
den Tyrosinkinasen, die Tyrosin-Dom¨ anen der ITAM Regionen aktivierender Rezeptoren
phosphorylieren, was die Rekrutierung der zur Syk-Familie geh¨ orenden Syk oder ZAP70
Kinase induziert [84]. ¨ Uber diverse Zwischenschritte werden folgend die Proto-Onkogene
Ras und Raf phosphoryliert. Dies f¨ uhrt zu einer Aktivierung der MAP-Kinase-Kinase
MEK1/2 (mitogen-activated protein kinase, MAPK) und der MAP-Kinase ERK (extra-
cellular signal-regulated kinase, ERK). Dabei stellen ERK1 und ERK2 Isoformen der
klassischen MAP-Kinasen MAPK3 und MAPK1 dar. ERK kann daraufhin eine Vielzahl
von Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und so die Genexpression diverser Zielgene
induzieren. Der MAPK/ERK-Signalweg reguliert dabei unter anderem den gerichteten
Perforin/Granzym Granula-Transport in Richtung der Zielzelle und hat somit eine wich-
tige Position in der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizit¨ at [94].
Der PI3K/AKT-Signalweg wird ebenfalls durch aktivierende NK-Zell-Rezeptoren, In-
tegrine und Zytokinrezeptoren induziert. Die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) kann ent-
weder wie von dem NKG2D Rezeptor-assoziierten Adaptermolek¨ ul DAP10 direkt gebun-
den und phosphoryliert werden [98] oder wie am Beispiel der DNAM-1- und LFA-1-
vermittelten NK-Zell-Aktivierung durch eine zur Src-Familie geh¨ orenden Kinase wie z.B.
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Fyn phosphoryliert und somit aktiviert werden [88, 89]. Die PI3K aktiviert daraufhin die
zentrale Proteinkinase AKT. ¨ Uber den PI3K/AKT-Signalweg wird das Wachstum, die
Proliferation sowie der Zellzyklus-Progress reguliert und durch die Hemmung einiger zen-
traler pro-apoptotischer Signale wirkt AKT zudem als einer der wichtigsten Mediatoren
des Zell¨ uberlebens [93]. Das Zell¨ uberleben von NK-Zellen wird vor allem durch das Zyto-
kin IL-2 gef¨ ordert. Zwar verf¨ ugt der IL-2 Rezeptor (IL-2R) nicht ¨ uber eine direkte PI3K
Bindestelle, die β-Untereinheit des IL-2 Rezeptors erm¨ oglicht jedoch eine Bindung der Ty-
rosinkinase Syk [93]. PI3K kann aber auch ¨ uber Rac1 die Aktivierung des MAPK/ERK-
Signalwegs induzieren und somit neben dem Zell¨ uberleben auch zytotoxische Funktionen
vermitteln [83, 84].
1.5.2. NK-Zell-Eﬀektormechanismen
NK-Zellen verf¨ ugen ¨ uber verschiedene Eﬀektormechanismen f¨ ur eine potente Lyse von
Zielzellen.
Perforin/Granzym
Neben zytotoxischen T-Zellen verf¨ ugen vor allem NK-Zellen ¨ uber die Perforin/Granzym-
vermittelte Zielzelllyse, die durch unterschiedliche Stimuli ausgel¨ ost werden kann. Dies ist
der h¨ auﬁgste Weg der NK-Zell-vermittelten Zelllyse. Nach der Zielzellerkennung durch Li-
gandenbindung aktivierender NK-Zell-Rezeptoren kommt es zu einer unmittelbaren Frei-
setzung intrazellul¨ arer Granula (Exozytose), was in der Perforin/Granzym-vermittelten
Zielzelllyse resultiert. Dabei werden das porenformende Protein Perforin und die als Pro-
teasen wirkende Granzyme (z.B. Granzym A und B) in den Spalt der immunologischen
Synapse zwischen NK- und Zielzelle sekretiert. Die Perforinpore beg¨ unstigt den Eintritt
der Granzyme ins Zellinnere woraufhin die Proteasen durch Aktivierung von Caspase-
abh¨ angigen und -unabh¨ angigen Signalwegen die Apoptose der Zielzelle induzieren. Zudem
ist auch eine Perforin-unabh¨ angige Granzymaufnahme ¨ uber den Mannose-6-Phosphat Re-
zeptor beschrieben worden (⊲ Abb. 1.12 A) [99–101].
Todes-Rezeptor Signalweg (Fas-FasL)
Der Fas/Fas-Ligand-Signalweg ist ein Apoptose-induzierender Eﬀektormechanismus, der
von sowohl T- als auch von NK-Zellen genutzt wird. Fas-Ligand (FasL) geh¨ ort zu der TNF-
Zytokin-Familie und wird von NK-Zellen, aktivierten T-Zellen, Makrophagen und Neu-
trophilen exprimiert. Der Fas-Rezeptor ist auf einer Vielzahl von Geweben pr¨ asent – vor
allem w¨ ahrend einer Entz¨ undungsreaktion. Durch Bindung des auf der NK-Zelloberﬂ¨ ache
membrangebundenen oder auch l¨ oslichen FasL (CD178) mit dem Fas-Rezeptor (CD95)
der Zielzelle wird die Apoptose ausgel¨ ost (⊲ Abb. 1.12 B). Die Bindung von TRAIL (TNF-
251. Einleitung
related apoptosis-inducing ligand) mit dem TRAIL-Rezeptor (TRAILR, DR4/DR5) er-
folgt nach dem gleichen Mechanismus [99].
IFN-γ Sekretion
NK-Zellen sezernieren eine Vielzahl von immunregulatorischen Zytokinen und Chemoki-
nen, wie z.B. Interleukin (IL)-5, -6, -10, -13, Interferon-γ (IFN-γ), Tumornekrosefaktor-
α (TNF-α), Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), Ma-
krophagen inﬂammatorisches Protein-1 (MIP-1α/β) und wirken so als wichtiges Binde-
glied zum adaptiven Immunsystem. Dabei hat das Zytokin IFN-γ neben der Aktivie-
rung von Helfer-T-Zellen und zytotoxischen T-Zellen diverse antivirale und antitumo-
rale Funktionen. Dazu z¨ ahlen z.B. antiangiogene Eﬀekte aber auch die Induktion einer
HLA-Hochregulation auf der Zelloberﬂ¨ ache der Tumorzelle, wodurch diese f¨ ur die T-Zell-
vermittelte Immunantwort angreifbar wird [81, 102].
ADCC
Die Antik¨ orper-abh¨ angige zellul¨ are Zytotoxizit¨ at (antibody-dependent cell cytotoxicity,
ADCC) wird durch die Bindung von Fcγ-Rezeptor-tragenden Zellen und dem Fc-Teil
von zellgebundenen IgG Antik¨ orpern induziert. Die Erkennung einer durch IgG An-
tik¨ orper markierten Zielzelle durch den von NK-Zellen exprimierten Fc-Rezeptor f¨ ur IgG,
FcγRIII (CD16), f¨ uhrt zur Aktivierung des Perforin/Granzym-Signalwegs, was folglich in
der Perforin/Granzym-vermittelten Lyse der Zielzelle resultiert (⊲ Abb. 1.12 C) [103].
Abbildung 1.12: Zytolytische Signalwege der NK-Zelle und ADCC. A) Sekretorischer
Perforin/Granzym-Signalweg. B) Nicht-sekretorischer Fas-FasL Signalweg. Abk¨ urzungen: DISC: death-
inducing signalling complex, FADD: Fas-associated death-domain protein, M6P: Mannose-6-Phosphat
(Abbildung entnommen aus van der Brink und Burakoﬀ, Nature Reviews Immunology 2002).[99] C) An-
tik¨ orper-abh¨ angige zellul¨ are Zytotoxizit¨ at (ADCC) durch Perforin- und Granzym-Sekretion (Abbildung
entnommen aus Weiner et al., Nature Reviews Immunology 2010) [103].
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1.5.3. Wirkhypothesen und Selbsttoleranz
Es gibt verschiedene, sich zum Teil erg¨ anzende Hypothesen zu den Wirkweisen von NK-
Zellen. Die am weitesten verbreitete Wirkhypothese stellt die ”Missing self“ Hypothese
dar, die erstmalig von K¨ arre und Ljunggren Ende der 1980er Jahre formuliert wurde. Die-
se besagt, dass NK-Zellen durch ein Fehlen des entsprechenden inhibierenden NK-Zell-
Liganden, also des k¨ orpereigenen HLA-Klasse-I-Molek¨ uls, fremde oder entartete Zellen
erkennen k¨ onnen. Demnach k¨ onnen Zellen mit reduzierter oder fehlender HLA-Klasse-I-
Expression durch NK-Zellen lysiert werden [104, 105]. Doch allein das Fehlen des entspre-
chenden HLA-Klasse-I-Molek¨ uls reicht nicht aus um eine NK-Zell-vermittelte Zytolyse zu
induzieren. Es muss auch ein aktivierendes Signal, z.B. die Bindung eines von Tumor-
zellen exprimierten Liganden mit einem aktivierenden NK-Zell-Rezeptor, gegeben sein.
Dabei k¨ onnen mehrere aktivierende Signale auch ein HLA-abh¨ angiges inhibierendes Si-
gnal ¨ uberwinden. Folglich wird die zytotoxische NK-Zell-Aktivit¨ at durch eine dynamische
Balance von inhibierenden und aktivierenden Signalen gesteuert [69, 106].
Abbildung 1.13: Die Balance inhibierender und aktivierender Signale. Gesunde Zellen sind
vor einer NK-Zell-induzierten Lyse gesch¨ utzt wenn eine ausgewogene Balance zwischen aktivierenden Si-
gnalen und durch HLA-Klasse-I-Molek¨ ule vermittelten inhibierenden Signalen herrscht (→ Schutz). Eine
Transformation oder Infektion resultiert h¨ auﬁg in einer reduzierten HLA-Klasse-I-Oberﬂ¨ achenexpression.
Dadurch wird die Balance gest¨ ort und aktivierende Signale ¨ uberwiegen, worauf die Zielzelllyse folgt (→
Missing self recognition). Auch aktivierende Liganden k¨ onnen im Lauf von Transformation oder Infektion
¨ uberexprimiert werden. ¨ Uberwiegen mehrere aktivierende Signale k¨ onnen diese auch ein HLA-abh¨ angiges
inhibierendes Signal ¨ uberwinden (→ Induced self recognition) (Abbildung entnommen aus Raulet und
Vance, Nature Reviews Immunology 2006) [107].
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Mehrere Theorien befassen sich mit der Erkl¨ arung der Unterscheidung zwischen ”selbst“
und ”fremd“ und der Gew¨ ahrleistung, dass k¨ orpereigene gesunde Zellen nicht angegrif-
fen werden (sog. Selbsttoleranz). Nach der ”at least one“ Theorie exprimieren NK-Zellen
mindestens einen inhibierenden Rezeptor, der die Erkennung des k¨ orpereigenen HLA-
Klasse-I-Molek¨ uls und damit die Selbsttoleranz gew¨ ahrleistet [108, 109]. Diese Theorie
hat jedoch keine uneingeschr¨ ankte Wirksamkeit, denn verschiedene Studien haben ge-
zeigt, dass sowohl eine kleine Subpopulation von humanen NK-Zellen existiert, die kei-
nen inhibierenden Rezeptor tragen, als auch alle NK-Zellen in MHC-Klasse-I deﬁzienten
M¨ ausen, die demnach keinen inhibierenden Liganden exprimieren, keine gesteigerte Au-
toreaktivit¨ at aufwiesen [110, 111]. Im Gegenteil, diese NK-Zellen haben einen funktionell
stark eingeschr¨ ankten Ph¨ anotyp, der als ”Hyporesponsiveness“ bezeichnet wird. Die Ent-
stehung dieser hyporeaktiven Zellen wird anhand verschiedener Theorien diskutiert. Nach
der ”Licensing“ Hypothese von Yokoyama et al. und Kim et al. ben¨ otigen NK-Zellen f¨ ur
die Entwicklung einer Reaktivit¨ at – und damit auch einer Selbsttoleranz – zu dem inhi-
bierenden KIR auch das entsprechende HLA-Klasse-I-Molek¨ ul [112, 113]. Das heißt, nach
diesem Model sind NK-Zellen die keinen inhibierenden KIR tragen auch nicht reaktiv,
da eine Pr¨ agung oder ”Lizenzierung“ im Lauf der NK-Zell-Entwicklung ausgeblieben ist.
Raulet et al. gehen hingegen von einer sog. Entwaﬀnung, dem ”disarming“, von bereits
ausgereiften reaktiven NK-Zellen aus. Demnach ist in NK-Zellen ohne inhibierenden Re-
zeptor bzw. Liganden aber mit einer regul¨ aren Expression von aktivierenden Rezeptoren
die Balance zwischen inhibierenden und aktivierenden Signalen derart gest¨ ort, dass die
NK-Zellen durch diese ¨ Uberstimulation einen Zustand der Anergie erlangen und ihre Re-
aktivit¨ at verlieren [107, 114]. Untersuchungen zu ex vivo Zytokin-stimulierten NK-Zellen
zeigen hingegen, dass w¨ ahrend der Stimulation der Anteil der KIR- NK-Zell-Population
zunimmt, diese aber dennoch im Vergleich zu unstimulierten NK-Zellen eine deutlich ge-
steigerte Zytotoxizit¨ at gegen¨ uber malignen Zellen zeigen [115, 116]. Zusammenfassend
sind Unterschiede in den Zytotoxizit¨ atsmechanismen stimulierter im Vergleich zu unsti-
mulierten NK-Zellen noch wenig erforscht.
1.6. Klinische Bedeutung von NK-Zellen
NK-Zellen haben in den letzten zehn Jahren sowohl im Rahmen der allogenen h¨ amato-
poetischen SZT als auch in zellul¨ aren Immuntherapien an klinischer Bedeutung gewon-
nen. Der Mechanismus, welcher der potentiellen Alloreaktivit¨ at zugrunde liegt, ergibt sich
aus der fehlenden ¨ Ubereinstimmung zwischen den inhibierenden Rezeptoren der Spender-
NK-Zellen und den entsprechenden HLA-Klasse-I-Liganden der Empf¨ angerzellen. Nach
der Missing self Hypothese f¨ uhrt dieses Fehlen des korrekten inhibierenden Liganden zu
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einer alloreaktiven Zielzelllyse. Es wurde gezeigt, dass ein KIR-HLA-Liganden Mismatch
zwischen NK- und Zielzelle eine Eliminierung der als fremd erkannten Leuk¨ amie- und
Tumorzellen zur Folge hat [117, 118]. In der Situation der haploidenten SZT erh¨ oht die
nur halb-identische HLA-Klasse-I-¨ Ubereinstimmung zwischen Spender und Empf¨ anger die
Wahrscheinlichkeit eines KIR-Liganden Mismatch, was einen gesteigerten therapeutischen
Nutzen erhoﬀen l¨ asst. So wurde ein verbessertes ¨ Uberleben mit reduzierter Rezidiv- und
Abstoßungsrate speziell bei Patienten mit AML in der KIR-Liganden Mismatch Situation
nach haploidenter SZT beschrieben [46, 117]. Ruggeri et al. wiesen einen positiven Einﬂuss
auf das Engraftment und das ¨ Uberleben der Patienten sowie eine ausgepr¨ agte Killing-
Aktivit¨ at gegen AML und CML Patientenblasten durch alloreaktive Spender-NK-Zellen
im KIR-Liganden Mismatch nach, wobei nur eine Minderheit der ALL Blasten lysiert
wurde [45]. So berichtet Ruggeri von einer Resistenz von ALL Blasten gegen alloreaktive
NK-Zellen, wenn diese erniedrigte Level des auf h¨ amatopoetischen Zellen vorkommen-
den Zelladh¨ asionsmolek¨ uls LFA-1 auf ihrer Zelloberﬂ¨ ache exprimierten [45]. Leung et al.
konnten hingegen bei p¨ adiatrischen Patienten mit AML und ALL einen KIR-Liganden
Mismatch induzierten GvL/T-Eﬀekt und ein geringeres Rezidivrisiko aufzeigen [119]. Die
h¨ ohere Sensitivit¨ at p¨ adiatrischer ALL Blasten k¨ onnte im Zusammenhang mit einer, im
Unterschied zu Blasten adulter Patienten, erh¨ ohten Oberﬂ¨ achenpr¨ asenz der Zelladh¨ asi-
onsmolek¨ ule LFA-1, LFA-3 und ICAM-1 stehen. Diese werden von Adh¨ asionsmolek¨ ulen
der NK-Zellen gebunden, wodurch im Zusammenspiel mit aktivierenden Rezeptoren ei-
ne Zielzelllyse induziert werden kann [88, 120]. Diese vielversprechenden Resultate waren
jedoch bisher klinisch nicht uneingeschr¨ ankt reproduzierbar. So zeigten klinische Studien
anderer Gruppen keinen positiven Eﬀekt eines KIR-Liganden Mismatch auf das ¨ Uberle-
ben, die Rezidivrate oder eine GvHD-Entstehung nach h¨ amatopoetischer SZT [121–124].
Dabei muss jedoch auch die enorme Heterogenit¨ at der verschiedenen Studien in Bezug zu
Grunderkrankungen, Therapieprotokollen und der Transplantataufreinigung (z.B. unma-
nipuliert vs. T-Zell-depletiert) ber¨ ucksichtigt werden.
Im Gegensatz zu T-Zellen scheinen sich NK-Zellen nicht gegen gesundes Empf¨ angergewebe
zu richten und l¨ osen damit keine oder nur eine schwache GvHD aus. Dies vermag mit einer
fehlenden Expression von aktivierenden NK-Zell-Liganden auf gesundem nicht-h¨ amato-
poetischem Gewebe im Zusammenhang zu stehen [125]. Die potente Eliminierung von
residualen Tumorzellen – ohne die Gefahr der Ausl¨ osung einer schwerwiegenden GvHD –
machen NK-Zellen daher zu einem vielversprechenden Werkzeug der adaptiven Immun-
therapie.
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1.6.1. NK-Zell-Immuntherapien nach SZT
Alloreaktive Spender-NK-Zellen k¨ onnten helfen durch die Eliminierung von residualen
Empf¨ angerlymphozyten eine Transplantatabstoßung (Host-versus-Graft Reaktion, HvG)
zu vermeiden, das Risiko eines Rezidivs durch Lyse residualer Leuk¨ amie-/Tumorzellen
zu verringern (GvL/T-Eﬀekt) und der Entstehung einer GvHD entgegenzuwirken [126].
Dabei richten sich NK-Zellen gegen unreife aktivierte dendritische Zellen die im Lauf der
Initialisierung einer GvHD eine zentrale Rolle bei der Aktivierung von Spender-T-Zellen
durch Pr¨ asentation von Empf¨ angerantigenen einnehmen [127, 128].
Abbildung 1.14: M¨ ogliche Eﬀekte von alloreaktiven NK-Zellen nach allogener SZT. Im Fall
eines KIR-HLA-Klasse-I Mismatch nach allogener SZT k¨ onnten alloreaktive Spender-NK-Zellen dazu
beitragen das Risiko eines Rezidivs, einer Transplantatabstoßung und einer GvHD deutlich zu reduzie-
ren. Abk¨ urzungen: HvG: Host-versus-Graft Reaktion, GvHD: Graft-versus-Host-Disease, GvL/T: Graft-
versus-Leukemia/Tumor Eﬀekt (Eigene Abbildung in Anlehnung an Velardi et al., TRENDS in Immu-
nology 2002) [126].
Ziel adoptiver Immuntherapien mit allogenen NK-Zellen ist es diese Eﬀekte nach allo-
gener SZT zus¨ atzlich zu verst¨ arken. Dazu werden in verschiedenen klinischen Ans¨ atzen
sowohl unstimulierte als auch durch ex vivo Zytokinstimulation expandierte und aktivierte
Spender-NK-Zellen verabreicht oder werden im Rahmen einer in vivo Zytokinapplikation
direkt im Patienten aktiviert und expandiert [129–132].
1.6.2. Klinische Phase I/II NK-Zell-Studie in Frankfurt a.M.
In der laufenden klinischen Phase I/II Studie in Frankfurt a.M. werden p¨ adiatrischen
Hochrisikopatienten zu drei Zeitpunkten nach haploidenter SZT hochaufgereinigte un-
stimulierte oder vorher durch eine ex vivo IL-2 Stimulation expandierte und aktivier-
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te Spender-NK-Zellen verabreicht. Das Studienprotokoll der Studie ”Immuntherapie mit
Nat¨ urlichen Killerzellen zur Behandlung von Kindern mit malignen Erkrankungen nach
HLA-haploidenter Stammzelltransplantation. Klinische Phase I/II Machbarkeits- und To-
xizit¨ ats-Studie“ (Clinical Trials.gov Nr. NCT 01386619) wurde in Kooperation mit Prof.
Passweg (Basel, Schweiz) erstellt.
Abbildung 1.15: Studienprotokoll der klinischen Phase I/II NK-Zell-Studie. A) Studienproto-
koll der Phase I/II Machbarkeits- und Toxizit¨ ats-Studie mit unstimulierten NK-Zellen nach haploidenter
SZT beginnend im Jahr 2003. B) Studienprotokoll der erweiterten Phase I/II Studie mit ex vivo IL-2 sti-
mulierten NK-Zellen nach haploidenter SZT beginnend im Jahr 2007 (Eigene Abbildung in Anlehnung an
Koehl et al., Blood Cells, Molecules, and Diseases 2004 und an H¨ unecke, Immuntherapie mit NK-Zellen
nach Stammzelltransplantation, S¨ udwestdeutscher Verlag f¨ ur Hochschulschriften 2010) [129, 133].
Das prim¨ are Ziel der Studie zu Spender-NK-Zell-Infusionen (NK cell donor lymphocyte
infusion, NK-DLI) war es die Machbarkeit des Aufreinigungsprozesses und der ex vivo
NK-Zell-Expansion unter GMP-Bedingungen zu zeigen. Sekund¨ are Ziele waren Untersu-
chungen zu einer potentiellen Toxizit¨ at und der Entstehung einer GvHD nach Applikation
von hohen Dosen aufgereinigter NK-Zellen. Eingeschlossen in die Studie wurden p¨ adia-
trische Patienten mit malignen Erkrankungen wie Leuk¨ amien und Tumoren f¨ ur die kein
passender Stammzellspender verf¨ ugbar war und die folglich mit T-Zell-depletierten haploi-
denten Stammzellen eines Elternteils transplantiert wurden. Ausschlusskriterien waren ein
Transplantatversagen oder das Vorliegen einer akuten oder chronischen GvHD vor der
NK-DLI Applikation. Abbruchkriterien der Studie waren das Auftreten einer schweren
GvHD ≥ Grad III oder anderer Toxizit¨ aten in mehr als drei Patienten.
Die NK-Zellen wurden aus nicht G-CSF-stimulierten Leukapherisaten der haploidenten
Spender isoliert und immunomagnetisch mittels CD3-Depletion und folgender CD56-
Selektion aufgereinigt. Die Zieldosis der NK-DLI lag bei 1×107/kg KG NK-Zellen mit
einem tolerierten Anteil von ≤1×105/kgKG an residualen T-Zellen. Im ersten Teil der
Studie erhielten die Patienten je eine unstimulierte NK-DLI an den Tagen +3, +40 und
+100 nach SZT (⊲ Abb. 1.15 A). Da die NK-Zell-Zytotoxizit¨ at durch Zytokinstimulation
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deutlich gesteigert werden kann und dies eine F¨ orderung des GvL/T-Eﬀekts im Patien-
ten erhoﬀen l¨ asst [71, 81], wurden in der im Jahr 2007 erweiterten Phase I/II Studie
die Spender-NK-Zellen vor Applikation 9 bis 14 Tage ex vivo mit dem f¨ ur die klinische
Applikation zugelassenen Zytokin Interleukin-2 (IL-2, Proleukin➤) stimuliert. Die Pati-
enten erhielten je eine IL-2 stimulierte NK-DLI am Tag +40 und +100 nach SZT (⊲
Abb. 1.15 B). Dabei stand neben der Machbarkeit der ex vivo NK-Zell-Stimulation unter
GMP-Bedingungen auch eine Aktivit¨ ats- und Ertragssteigerung durch die Expansion im
Vordergrund [134]. Auch sollten Einﬂ¨ usse hinsichtlich einer potentiellen Steigerung des
GvL/T-Eﬀektes durch die Zytokinstimulation aber auch die Vermeidung einer GvHD un-
tersucht werden [115, 129].
Durch den im Lauf der Studie vollzogenen Wechsel von CD34-selektionierten zu CD3/
CD19-depletierten Stammzellpr¨ aparaten wurden den Patienten sowohl deutlich erh¨ ohte
Mengen an NK-Zellen als auch an residualen T-Zellen mit dem Transplantat verabreicht.
Um hinsichtlich der haploidenten HLA-Kompatibilit¨ at der Entstehung einer GvHD vor-
zubeugen, wurde das Immunsuppressivum Mycophenolat-Mofetil (MMF, Cellcept➤) ap-
pliziert. Aufgrund der erh¨ ohten NK-Zell-Menge im Transplantat und zur Vermeidung
eines potentiell negativen Eﬀekts von MMF auf die NK-Zell-Funktionalit¨ at wurde der
fr¨ uhe Zeitpunkt der ersten NK-Zell-Gabe an Tag +3 im zweiten Studienteil verworfen.
Trotz stetiger Dosisreduktion war die Immunsuppression dennoch meist w¨ ahrend der ers-
ten klinischen NK-Zell-Applikation an Tag +40 und teilweise auch w¨ ahrend der zweiten
Applikation an Tag +100 nach SZT pr¨ asent.
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Zellul¨ are Immuntherapien mit allogenen NK-Zellen k¨ onnen den GvL/T-Eﬀekt nach haploi-
denter SZT verst¨ arken. In ersten Phase I/II Studien werden dabei sowohl unstimulierte
als auch durch Zytokine aktivierte Spender-NK-Zellen verwendet. Es ist bekannt, dass
der funktionale Einﬂuss der NK-Zellen durch die Zytokinstimulation verst¨ arkt wird, je-
doch gibt es bis heute kaum Daten ¨ uber den Verbleib der transfundierten Zellen und den
Einﬂuss der Immuntherapie auf zellul¨ are und humorale Komponenten des Immunsystems
des Patienten. Des Weiteren ist noch unklar, ob eine immunsuppressive Therapie nach
SZT die Funktionalit¨ at dieser hochaktivierten NK-Zellen beeintr¨ achtigt und somit die Ef-
fektivit¨ at der Immuntherapie gef¨ ahrdet. Im Rahmen einer in Frankfurt a.M. laufenden
klinischen Phase I/II Studie mit unstimulierten und IL-2 stimulierten NK-Zellen (NK cell
donor lymphocyte infusion, NK-DLI) sollen in dieser Dissertation folgende Ziele verfolgt
werden:
❼ Einﬂuss unstimulierter und IL-2 stimulierter NK-DLIs auf das Immun-
system der Patienten
Im Rahmen eines in vivo Begleitmonitorings zu der klinischen NK-Zell-Studie soll
hierbei der Einﬂuss sowohl auf zellul¨ are Komponenten des Immunsystems (Granulo-
zyten, Monozyten, dendritische Zellen, T-, B- und NK-Zellen) als auch auf Zytokin-
und Chemokin-Spiegel im peripheren Blut der Patienten vor und 10 min, 1 h, 4 h,
24 h nach NK-DLI untersucht werden. Im Speziellen soll mittels detaillierten ph¨ ano-
typischen Analysen die Verteilung der applizierten Spender-NK-Zellen aus der DLI
und der endogenen patienteneigenen NK-Zellen vor und nach NK-DLI Applikation
im peripheren Blut der Patienten bestimmt werden.
❼ Einﬂuss des Immunsuppressivums MMF auf die NK-Zell-Funktionalit¨ at
In in vitro Untersuchungen soll der Einﬂuss des Immunsuppressivums Mycophenolat-
Mofetil (MMF) w¨ ahrend der NK-Zell-Immuntherapie auf NK-Zellen ermittelt wer-
den. Im Einzelnen soll ein potentieller Einﬂuss von MMF auf die Proliferation, Zyto-
toxizit¨ at, Rezeptor- und Zelladh¨ asionsmolek¨ ul-Expression, intrazellul¨ are Signalwege
und die Zytokin-und Chemokin-Sekretion von NK-Zellen untersucht werden. Diese
Analysen sollen beitragen das NK-DLI Therapieprotokoll f¨ ur zuk¨ unftige NK-Zell-
Studien zu optimieren.
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3.1. Patienten
Die klinische Studie ”Immuntherapie mit Nat¨ urlichen Killerzellen zur Behandlung von
Kindern mit malignen Erkrankungen nach HLA-haploidenter Stammzelltransplantation.
Klinische Phase I/II Machbarkeits- und Toxizit¨ ats-Studie“ wurde in Jahr 2003 nach
Richtlinien der Ethikkommission des Frankfurter Universit¨ atsklinikums zugelassen (Ethik-
Referenz Nr. 262/03, Clinical Trials.gov Nr. NCT 01386619). Die Blutabnahmen zum Be-
gleitmonitoring erfolgten nach schriftlicher Einverst¨ andniserkl¨ arung durch die Patienten
und/oder Eltern oder Erziehungsberechtigen im Rahmen der Studienaufnahme.
Die Daten der Patienten, die unstimulierte NK-Zell-Infusionen (NK-DLIunstim) erhalten
haben (Patienten Nr. 1 bis 9) und derer, die mit IL-2 stimulierten NK-Zellen (NK-
DLIIL-2 stim) behandelt wurden (Patienten 8 bis 16), sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.
Enthalten sind Informationen zu Geschlecht, Alter, K¨ orpergewicht, Diagnose, Konditio-
nierung, Art der Stammzelltransplantation, GvHD, GvHD-Prophylaxe und aktuellem Sta-
tus nach Transplantation.
Im Rahmen der Qualit¨ atssicherung wurden am Ende des Herstellungsprozesses der IL-
2 expandierten NK-Zell-Produkte Proben entnommen. Reste dieser Proben wurden f¨ ur
in vitro Untersuchungen zum Einﬂuss der immunsuppressiven Therapie auf die NK-Zell-
Funktionalit¨ at verwendet. Daten der Patienten sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Die Pati-
enten 13 bis 15 wurden auch im Verlauf des Begleitmonitorings aufgef¨ uhrt und sind daher
zudem in Tabelle 3.1 erfasst. Patient Nr. 17 verstarb einen Tag vor der geplanten Gabe
einer NK-DLIIL-2 stim und die expandierten NK-Zell-Produkte wurden f¨ ur Forschungszwe-
cke freigegeben. Patient Nr. 18 wurde außerhalb des Studienprotokolls am Tag +119 nach
SZT einmalig mit NK-DLIIL-2 stim behandelt und ist daher nicht im Begleitmonitoring
aufgef¨ uhrt.
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Tabelle 3.1: Daten der Patienten des in vivo Monitorings nach NK-DLIunstim (Nr. 1–9) und
NK-DLIIL-2 stim (Nr. 8–16) Applikationen.
Nr. Geschl.,
Alter
KG Diagnose,
Status
Konditionierung SZT GvHD-
Prophylaxe
GvHD-
Grad
Status post SZT
1 w, 9 21 ALL, CR2 F,T,M,OKT3 CD34 — III-IV + 498 ❸, GvHD
2 m, 15 90 AML, NR F,T,M,OKT3 CD34 — — + 160 ❸, R, GF
3 w, 8 21 MH, PR F,T,M,OKT3 CD34 — I + 126 ❸, R
4 m, 23 50 ALL, CR2 F,T,M,OKT3 CD34 — — +2486, cCR
5 m, 22 62 RMS IV, NR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF IV + 233 ❸, R
6 m, 10 27 ALL, CR4 F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF II +2402, cCR
7 m, 9 37 ALL, CR2 F,E,TBI,ATG CD3/19 MMF — + 259 ❸, R, TRM
8* w, 18 49 NB IV, PR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF I +1029, cCR
9* m, 14 60 AML, NR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF I-II + 276 ❸, R
8* w, 18 49 NB IV, PR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF I +1029, cCR
9* m, 14 60 AML, NR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF I-II + 276 ❸, R
10 m, 3 13 NB IV, CR2 F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF I + 184 ❸, R
11 m, 7 20 NB IV, CR2 F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF II +1420, cCR
12 m, 8 22 NB IV, PR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF I-II + 198 ❸, TRM
13 w, 16 90 ALL, NR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF I + 373 ❸, R
14 w, 16 47 AML, NR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF — + 245 ❸, R
15 m, 15 51 AML, NR F,T,Tr,ATG CD3/19 MMF — + 505, R
16 w, 1 7 AML, NR F,T,Tr,ATG CD3/19 MMF — + 27 ❸, GF
ALL: Akute lymphatische Leuk¨ amie, AML: Akute myeloische Leuk¨ amie, ATG: Anti-Thymozytenglobulin, cCR:
continuous complete remission (andauernde komplette Remission), CD34: CD34-selektionierte Stammzellen, CD3/19:
CD3/CD19-depletierte Stammzellen, CR: complete remission (komplette Remission), E: Etopsid, F: Fludarabin, Geschl.:
Geschlecht, GF: graft failure (Transplantatversagen), GvHD: Graft-versus-Host Disease, KG: K¨ orpergewicht, m: m¨ annlich,
M: Melphalan, MH: Morbus Hodgkin, MMF: Mycophenolat-Mofetil, NB: Neuroblastom, NR: non remission (keine Remis-
sion), OKT3: Muromonab-CD3/Orthoclone, PR: Partielle Remission, R: Rezidiv/Progress, RMS: Rhabdomyosarkom, SZT:
Stammzelltransplantation, TRM: treatment related mortility (Therapieinduzierte Mortalit¨ at), T: Thiotepa, TBI: Total
Body Irradiation, Tr: Treosulfan, w: weiblich, ❸ verstorben, * diese Patienten haben unstimulierte und IL-2 stimulierte
NK-DLIs erhalten (Stand 17.11.2011)
Tabelle 3.2: Daten der Patienten im Rahmen der in vitro Untersuchungen zum Einﬂuss von
MMF auf die NK-Zell-Funktionalit¨ at.
Nr. Geschl.,
Alter
KG Diagnose,
Status
Konditionierung SZT GvHD-
Prophylaxe
GvHD-
Grad
Status post SZT
13➜ w, 16 90 ALL, NR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF I + 373 ❸, R
14➜ w, 16 47 AML, NR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF — + 245 ❸, R
15➜ m, 15 51 AML, NR F,T,Tr,ATG CD3/19 MMF — + 505, R
17 m, 4 14 NB IV, NR F,T,Tr,OKT3 CD3/19 MMF — + 70 ❸, R
18 m, 15 56 RMS IV, PR F,T,M,OKT3 CD3/19 MMF — + 238, cCR
ALL: Akute lymphatische Leuk¨ amie, AML: Akute myeloische Leuk¨ amie, ATG: Anti-Thymozytenglobulin, cCR:
continuous complete remission (andauernde komplette Remission), CD34: CD34-selektionierte Stammzellen, CD3/19:
CD3/CD19-depletierte Stammzellen, F: Fludarabin, Geschl.: Geschlecht, GvHD: graft-versus-host disease, KG: K¨ orperge-
wicht, m: m¨ annlich, M: Melphalan, MMF: Mycophenolat-Mofetil, NB: Neuroblastom, NR: non remission (keine Remission),
OKT3: Muromonab-CD3/Orthoclone, PR: Partielle Remission, R: Rezidiv/Progress, RMS: Rhabdomyosarkom, SZT:
Stammzelltransplantation, T: Thiotepa, Tr: Treosulfan, w: weiblich, ❸ verstorben, ➜ Patienten sind auch in Tab. 3.1
aufgef¨ uhrt (Stand 17.11.2011)
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3.2. Material
3.2.1. Ger¨ ate und Software
Tabelle 3.3: Ger¨ ate und Software.
Bezeichnung Hersteller
Analysewaage CP2201-OCE Satorius, G¨ ottingen (GER)
BD FACS Array➋ BD Bioscience, San Jose (USA)
Brutschrank CO2 Inkubator BBD 6220 Heraeus, Hanau (GER)
CliniMACS➤ 3 S-R Miltenyi, Langenselbold (GER)
Digitalkamera UC30 (0,1–0,5 s/Bild) Olympus America, Center Valley (USA)
Durchﬂusszytometer FC500 Beckman Coulter, Krefeld (GER)
Durchﬂusszytometer NAVIOS Beckman Coulter, Krefeld (GER)
Durchﬂusszytometer EPICS➤XL➋ Beckman Coulter, Krefeld (GER)
Gefrierschrank (−20 ➦C) Liebherr, Ochsenhausen (GER)
Gefrierschrank Hera freeze (−80 ➦C) Heraeus, Hanau (GER)
H¨ amatozytometer Ac. T diﬀ➋ Beckman Coulter, Krefeld (GER)
K¨ uhlschrank Liebherr, Ochsenhausen (GER)
Lyseger¨ at TQ-Prep➋ Workstation Beckman Coulter, Krefeld (GER)
Multipette➤ plus Hirschmann, Eberstadt (GER)
Phasenkontrast- und Fluoreszenz-Mikroskop IX71 Olympus America, Center Valley (USA)
Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena (GER)
Pipetus➤ Hirschmann, Eberstadt (GER)
Pipetten Eppendorf Reference (10–1000 µl) Eppendorf, Hamburg (GER)
Steril Tubing Welder TSCD-II Terumo, Eschborn GER)
Sterilbank HERAsafe➤ Heraeus, Hanau (GER)
The Big Easy silver magnet Stemcell Technologies, Vancouver (CAN)
Tischzentrifuge MiniSpin➤ Heraeus, Hanau (GER)
Vortexger¨ at Ika➤ MS1 Minishaker IKA, Staufen (GER)
Zentrifuge Multifuge➤ 3 S-R Heraeus, Hanau (GER)
Zentrifuge Multifuge➤ 4KR Heraeus, Hanau (GER)
CXP System II (2.2) Beckman Coulter, Krefeld (GER)
cellSens Dimension Olympus America, Center Valley (USA)
FCAP Array➋ (1.0.1) BD Bioscience, San Jose (USA)
FlowJo (7.6.4) Tree Star Inc., Ashland (USA)
GraphPad Prism (5.03) GraphPad Software, San Diego (USA)
Microsoft➤ Oﬃce (2010) Microsoft, Unterschleißheim (GER)
TeXnic Center (2.0 alpha 3) Open Source Software
JabRef (2.6) Open Source Software
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3.2.2. Chemikalien, Medien, Puﬀer, L¨ osungen und Kits
Tabelle 3.4: Chemikalien, Medien, Puﬀer und Kits.
Produkt Hersteller
7-AAD Beckman Coulter, Marseille (FRA)
Aqua ad iniectabila B. Braun, Melsungen (GER)
Biocoll Separating Solution Biochrom AG, Berlin (GER)
CellTrace➋ CFSE Proliferation Kit Molecular Probes➋, Eugene (USA)
Coulter Clenz➤ Beckman Coulter, Marseille (FRA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Molecular Probes➋, Eugene (USA)
DesoMed Rapid AF Schnelldesinfektion Dr. Trippen GmbH, Freiburg (GER)
EasySep➤ Human NK Cell Enrichment Kit Stemcell Technologies, Vancouver (CAN)
FACS Clean BD Biosciences, San Jose (USA)
FACS Flow BD Biosciences, San Jose (USA)
FCS (Fetal calf serum) PAA Laboratories, Pasching (AT)
Flow-Check➋ Fluorespheres Beckman Coulter, Marseille (FRA)
Flow-Count➋ Fluorespheres Beckman Coulter, Marseille (FRA)
Humanes Plasma (HP) DRK-Blutspendedienst, Frankfurt (GER)
Humanes Serum Albumin (HSA) DRK-Blutspendedienst, Frankfurt (GER)
Human Soluble Protein Master Buﬀer Kit BD Biosciences, San Jose (USA)
Immunoprep➋ Reagent-System Beckman Coulter, Marseille (FRA)
Immuno-Trol➋ Cells Beckman Coulter, Marseille (FRA)
IOTest➤3 Fixative Solution (8% Formaldehyd) Beckman Coulter, Marseille (FRA)
Iscove’s Modiﬁed Dulbecco’s Medium (IMDM) Biochrome AG, Berlin (GER)
IsoFlow➋ Sheat Fluid Beckman Coulter, Marseille (FRA)
Methanol Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen (GER)
Mycophenolic acid (MPA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (GER)
Octeniderm➤ Sch¨ ulke&Mayr, Norderstedt (GER)
PBS Dulbecco (ohne Ca+Mg) PAA Laboratories, Pasching (AT)
Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Taufkirchen (GER)
Proleukin➤S (Aldesleukin, IL-2) Novartis Pharma, N¨ urnberg (GER)
Quantum➋ Simply Cellular➤ anti-Mouse Kit Bangs Laboratories, Fishers (USA)
RPMI 1640 + GlutaMAX➋-I Invitrogen, Paisley (UK)
VersaLyse➋ Lysing Solution Beckman Coulter, Marseille (FRA)
X-VIVO 10 (ohne Phenolrot) Cambrex, Verviers (BEL)
X-VIVO 10 (mit Phenolrot) Cambrex, Verviers (BEL)
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3.2.3. Verbrauchsmaterialien
Tabelle 3.5: Verbrauchsmaterialien.
Produkt Hersteller
Assay 96 Well Plate (Rundboden) Becton Dickinson, Pont de Claix (FRA)
Auslaufpipetten (1, 2, 5, 10, 25, 50 ml) Costar, New York (USA)
Cellstar Tubes, konisch (15, 50 ml) Greiner Bio-One, N¨ urtingen (GER)
Tissue culture chamber/slides Lab-Tek, Miles Scientiﬁc, Illinois (USA)
Cryo.s➋ Einfrierr¨ ohrchen Greiner Bio-One, N¨ urtingen (GER)
Drei-Wegehahn MiroMed, Tuttlingen (GER)
Drei-Wegehahnbank MiroMed, Tuttlingen (GER)
Eppendorf Gef¨ aß (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg (GER)
FACS-R¨ ohrchen (5 ml, 75×12 mm) Sarstedt, N¨ urnberg (GER)
Heidelberger Verbindungen (Luer-Lock) MiroMed, Tuttlingen (GER)
Mikror¨ ohre (0,5 ml) Sarstedt, N¨ urnberg (GER)
Polystyrene Round-Bottum Tubes (14 ml) Becton Dickinson, Pont de Claix (FRA)
Pipettenspitzen TipOne Filter Tips (10–1000 µl) Starlab, Ahrensburg, GER
Zellkulturbeutel VueLife➋ CellGenix Technology, Freiburg (GER)
Zellkulturﬂaschen Cellstar➤ (25, 75, 175 cm2) Greiner Bio-One, N¨ urtingen (GER)
Zellkulturﬂaschen ➤ (12,5 cm2) Becton Dickinson, Pont de Claix (FRA)
3.2.4. Zellkulturen
Tabelle 3.6: Zellkulturen.
Zelle Beschreibung Morphologie Quelle
Prim¨ are
Zellen
Humane NK-Zellen Zellkolonien, Suspension Isolat gesunder Spender
Prim¨ are
Tumorzellen
Humane NB-Zellen Tumorzell-Sph¨ aroide,
Suspension
Patientenisolat aus Tu-
mormetastase [135]
Tumorzelllinie Humane CML-Zelllinie
K-562
Einzelzellen, Lymphoblast,
Suspension
ATCC➤ No. CCL-243➋
CML: Chronische Myeloische Leuk¨ amie, NB: Neuroblastom, NK: Nat¨ urliche Killerzelle
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3.2.5. Antik¨ orper
Tabelle 3.7: Antik¨ orper Durchﬂusszytometrie.
Antik¨ orper Fluorochrom Klon Subtyp Hersteller
Anti-CD3 PE, ECD, PC5 UCHT1 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD3 PE SK7 IgG1 BD Biosciences
Anti-CD4 PE SFCI12T4D11 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD8 ECD SFCI21Thy2D3 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD11a FITC HI111 IgG1 BD Biosciences
Anti-CD11b FITC BEAR-1 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD14 FITC, PC7 RMO52 IgG2a Beckman Coulter
Anti-CD16 FITC, PE, ECD,
PC7
3G8 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD19 ECD J3-119 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD25 PE B1.45.9 IgG2a Beckman Coulter
Anti-CD33 PC5 D3HL60.251 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD45 FITC, PC7 J.33 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD54 PE 84H10 IgG2a Beckman Coulter
Anti-CD56 PE, PC7 N901 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD56 PC7 NCAM16.2 IgG2b BD Biosciences
Anti-CD62L FITC DREG56 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD69 PE, PC5 TP1.55.3 IgG2b Beckman Coulter
Anti-CD81 PE JS64 IgG2a Beckman Coulter
Anti-CD85k PE ZM3.8 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD123 PC5 107D2 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD159a (NKG2A) PE Z119 IgG2b Beckman Coulter
Anti-CD183 (CXCR3) PE 1C6/CXCR3 IgG1 BD Biosciences
Anti-CD195 (CCR5) FITC 2D7/CCR5 IgG2a BD Biosciences
Anti-CD226 (DNAM-1) FITC DX11 IgG1 BD Biosciences
Anti-CD314 (NKG2D) PE ON72 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD335 (NKp46) PE BAB281 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD336 (NKp44) PE Z231 IgG1 Beckman Coulter
Anti-CD337 (NKp30) PE Z25 IgG1 Beckman Coulter
Anti-HLA-DR ECD Immu-357 IgG1 Beckman Coulter
Anti-p-AKT (Ser473) FITC P-Tyr-100 IgG# Beckman Coulter
Anti-p-ERK1/2 (T202/Y204) FITC E-10 IgG1 Beckman Coulter
Anti-p-STAT-3 (Tyr705) FITC D3A7 IgG# Beckman Coulter
Anti-p-STAT-4 (Y693) FITC 38 IgG1 BD Biosciences
Anti-p-STAT-5 (Y694) FITC 47 IgG1 BD Biosciences
#Rabbit-anti-Human-IgG. Alle anderen: monoklonale Mouse-anti-Human-IgG. Beckman Coulter,
Marseille (FRA); bzw. BD Biosciences, San Jose (USA)
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Tabelle 3.8: Antik¨ orper Cytometric Bead Array (CBA).
Bezeichnung Bead Position Hersteller
Human FasL CBA Flex Set C6 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human G-CSF CBA Flex Set C8 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human GM-CSF CBA Flex Set C9 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IFN-γ CBA Flex Set E7 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IL-1β CBA Flex Set B4 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IL-2 CBA Flex Set A4 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IL-4 CBA Flex Set A5 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IL-6 CBA Flex Set A7 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IL-7 CBA Flex Set A8 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IL-8 CBA Flex Set A9 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IL-12/IL-23p40 CBA Flex Set B5 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IL-13 CBA Flex Set E6 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human IP-10 CBA Flex Set B5 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human MCP-1 CBA Flex Set D8 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human MIP-1α CBA Flex Set B9 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human MIP-1β CBA Flex Set E4 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human RANTES CBA Flex Set D4 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human TNF-α CBA Flex Set C4 BD Biosciences, San Jose (USA)
Human TNF-β CBA Flex Set D5 BD Biosciences, San Jose (USA)
Bead Position: Position des ﬂuoreszierenden ”Capture Bead-Zytokine/Chemokine-Antik¨ orper-
Komplexes“ im BD FACSArray➋ entsprechend der Fluoreszenzintensit¨ at (⊲ Kapitel 3.3.5)
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3.3. Methoden
3.3.1. Isolation und Aufreinigung prim¨ arer humaner NK-Zellen
Isolation mononukle¨ arer Zellen mittels Ficoll-Separation
Die Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation ist ein Verfahren zur Fraktionierung
von humanem peripheren Blut. Als Ausgangsmaterial wurden vorwiegend untergewichtige
Vollblutkonserven (inkl. Antikoagulanz ACD) (DRK-Blutspendedienst, Baden-W¨ urttem-
berg Hessen, Frankfurt) oder heparinisiertes Vollblut gesunder Spender verwendet. F¨ ur die
Zellseparation wurde die Ficoll-Hypaque-Polymer-L¨ osung mit einer Dichte von 1,077 g/ml
vorsichtig mit Blut (1:2 verd¨ unnt mit PBS) ¨ uberschichtet. Dabei war darauf zu achten,
dass es nicht zu einer Vermischung mit der zytotoxisch wirkenden Ficoll-L¨ osung kommt.
Durch Zentrifugation (40 min, 700×g, ohne Bremse, RT) wurden die Blutbestandteile mit
h¨ oherer Dichte (Erythrozyten, Granulozyten) am Boden pelletiert. Mononukle¨ are Zellen
(MNZ) – bestehend aus Lymphozyten und Monozyten – wurden aufgrund ihrer geringe-
rer Dichte oberhalb der Ficoll-L¨ osung in einer schmalen, milchigen Schicht angereichert.
Thrombozyten verblieben dabei wegen ihrer geringen Dichte in der Plasmafraktion. Die
mononukle¨ are Zellschicht wurde herauspipettiert und zwei Mal mit PBS gewaschen, um
eventuelle Ficoll-Verunreinigungen zu entfernen (10 min, 400×g, RT).
NK-Zell-Isolierung im Labormaßstab
F¨ ur die Aufreinigung von humanen NK-Zellen im Labormaßstab wurde das EasySep➤
Zellseparations-System verwendet (Stemcell Technologies). Das hier zur Negativselek-
tion von NK-Zellen verwendete System (Human NK cell enrichment kit) basiert auf
einer s¨ aulenfreien Isolation der gew¨ unschten NK-Zell-Fraktion mittels Markierung aller
unerw¨ unschten Zellen durch immunomagnetisch-gekoppelte Antik¨ orper-Komplexe. Nach
Bildung des bispeziﬁschen Tetramer-Antik¨ orper-Komplexes, bestehend aus einem spezi-
ﬁschen monoklonalen anti-Zell-Antik¨ orper, welcher an einen Magnetpartikel-bindenden
anti-Dextran-Antik¨ orper gekoppelt ist, werden die so markierten Zellen im Magneten
zur¨ uckgehalten (⊲ Abb. 3.1). Die in diesem Kit enthaltenen Antik¨ orper-Komplexe sind
gegen die zellul¨ aren Antigene CD3, CD4, CD14, CD19, CD36, CD66b, CD123, HLA-DR
und Glycophorin A gerichtet. Von großem Vorteil ist dabei, dass die zu untersuchende
NK-Zell-Population somit unmarkiert bleibt und so eine potentielle Beeinﬂussung der
zellul¨ aren Funktion durch eine Antik¨ orperbindung vermieden wird.
Daf¨ ur wurden die mittels Ficoll-Hypaque-Dichtezentrifugation isolierten mononukle¨ aren
Zellen in PBS (+0,5% humanem Serum Albumin, HSA) auf eine Konzentration von
50×106 Zellen/ml eingestellt.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des EasySep➤ Funktions-Prinzips. Unerw¨ unschte
Zielzellen werden durch speziﬁsche Antik¨ orper gegen zellul¨ are Antigene markiert und durch den bispezi-
ﬁschen Tetramer-Antik¨ orper-Komplex an einem Magnetpartikel gekoppelt. Somit werden die markierten
Zellen im Isolationsschritt im Magneten zur¨ uckgehalten (Eigene Abbildung in Anlehnung an Stemcell
Technologies) [136].
Nach 10-min¨ utiger Inkubation bei RT mit dem Antik¨ orpergemisch (50 µl/ml Zellsuspensi-
on) wurden die gutdurchmischten Magnetpartikel hinzugegeben (100 µl/ml Zellsuspensi-
on) und erneut bei RT f¨ ur 5 min inkubiert. W¨ ahrenddessen bildet sich der Zell-Antik¨ orper-
Magnetpartikel-Tetramer-Komplex. Entsprechend der absoluten Zellkonzentration wurde
auf 5 ml (<1×108 Zellen abs.) oder 10 ml (1 bis 4,25×108 Zellen abs.) mit PBS (+0,5%
HSA) aufgef¨ ullt. Um den gebildeten Tetramer-Komplex nicht zu zerst¨ oren, wurde vorsich-
tig gemischt und das R¨ ohrchen unverschlossen in den Magneten gestellt. Nach 2,5 min
wurde der gesamte Magnet umfasst und in einer ﬂießenden Bewegung die unmarkierten
NK-Zellen in ein neues Gef¨ aß ¨ uberf¨ uhrt. Die unerw¨ unschte markierte Zellfraktion wurde
dabei im Magneten zur¨ uckgehalten. Um eine m¨ oglichst hohe Reinheit an Zielzellen zu
erhalten, sollte dabei nicht geklopft oder gesch¨ uttelt werden. Nach einem Zentrifugations-
schritt wurden die Zellen in dem entsprechenden Medium in gew¨ unschter Zellkonzentra-
tion aufgenommen.
NK-Zell-Isolierung im klinischen Maßstab
F¨ ur die Aufarbeitung von NK-Zellen im Rahmen der klinischen Phase I/II NK-Zell-Studie
wurden unstimulierte Leukapherisate des Stammzellspenders, also des entsprechenden El-
ternteils, verwendet. Im Unterschied zur SZT wurde den Spendern vorab nicht der Wachs-
tumsfaktor G-CSF (Neopogen➤) appliziert, da zum einen eine Mobilisierung der Stamm-
zellen aus dem Knochenmark nicht erforderlich war und zum anderen beschrieben wurde,
dass G-CSF die zellul¨ are Funktionalit¨ at von NK-Zellen beeinﬂussen kann [137]. Die kli-
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nische Aufbereitung der Leukapherisate und die darauf folgende NK-Zell-Expansion wur-
de in den Reinr¨ aumen des DRK-Blutspendedienstes Frankfurt unter GMP-Bedingungen
durchgef¨ uhrt. Die Aufreinigung der NK-Zellen erfolgte mittels der magnetischen Zelliso-
lierung durch das CliniMACS System (Miltenyi Biotec) nach dem gleichen Funktionsprin-
zip wie zur Stammzellisolierung (⊲ Einleitung Kapitel 1.2.3). In einem 2-Stufen-Verfahren
wurden zuerst die T-Zellen durch anti-CD3 Antik¨ orper-beschichtete Magnetpartikel in-
nerhalb eines Magnetfeldes zur¨ uckgehalten und somit von den ¨ ubrigen Zellen depletiert.
Die verbleibende Zellsuspension wurde im folgenden Schritt mit anti-CD56 Antik¨ orper-
beschichteten Magnetpartikeln inkubiert und mittels Positivselektion magnetisch isoliert
(CD3-Depletion/CD56-Selektion). Die hochaufgereinigten CD3-CD56+ NK-Zellen wurden
f¨ ur eine unstimulierte NK-Zell-Applikation (NK-DLIunstim) dem Patienten entweder direkt
”frisch“ verabreicht oder f¨ ur sp¨ atere Applikationen 1:2 mit 20%igem Dimethylsulfoxid
(DMSO) verd¨ unnt und bei −80➦C in Fl¨ ussigstickstoﬀ kryokonserviert. Dabei verhindert
DMSO als Gefrierschutzmittel die Ausbildung von Eiskristallen in den Zellen [11]. F¨ ur IL-
2 stimulierte NK-Zell-Applikationen (NK-DLIIL-2 stim) wurden die Zellen in N¨ ahrmedium
gel¨ ost und im Folgenden kultiviert [129, 138].
3.3.2. Kultivierung und Expansion humaner Zellen
Kultivierung und Expansion prim¨ arer humaner NK-Zellen
F¨ ur die Expansion der im Labormaßstab aufgereinigten prim¨ aren NK-Zellen wurden die
Zellen in einer optimalen Dichte von 1 bis 2×106 Zellen/ml in Zellkulturﬂaschen verschie-
dener Gr¨ oße kultiviert. Die in Suspension wachsenden NK-Zellen bilden w¨ ahrend ihrer
Kultivierung bevorzugt Zellkolonien aus, welche zum Teil auch leicht adh¨ arieren k¨ onnen.
Als N¨ ahrmedium wurde X-VIVO10 Medium verwendet, das mit 5% hitzeinaktiviertem
humanem Plasma (HP) und 1000 U/ml IL-2 versetzt wurde. Dem Medium wurden keine
Antibiotika zugesetzt, um eine potentielle Beeinﬂussung der NK-Zellen zu vermeiden. Alle
drei Tage erfolgte eine morphologische Kontrolle und die Zugabe von etwa einem Drittel
des Gesamtvolumens an frischem N¨ ahrmedium ¨ uber einen Expansionszeitraum von etwa
neun Tagen. In einzelnen Versuchen wurde die Expansionsdauer auf bis zu 21 Tage ausge-
dehnt. Die Zellen wurden so auf die verschiedenen Zellkulturﬂaschen aufgeteilt, dass f¨ ur
alle Analysen des entsprechenden Versuchstages die gesamten Zellen ”geerntet“ werden
konnten. Zellen in Kulturﬂaschen f¨ ur Untersuchungen an sp¨ ateren Versuchstagen blieben
dabei unber¨ uhrt, um das Zellwachstum und die Koloniebildung nicht zu st¨ oren. Die Kul-
tivierung der NK-Zellen erfolgte unter strikten sterilen Zellkulturbedingungen bei 37➦C,
5% CO2 und 90% Luftfeuchte.
Die Kultivierung und Expansion der NK-Zellen zur klinischen Applikation erfolgte unter
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GMP-Bedingungen in den Reinr¨ aumen des DRK-Blutspendedienstes Frankfurt. Im Unter-
schied zu den im Labormaßstab generierten NK-Zellen wurden hier Zellkulturbeutel ver-
schiedener Volumina verwendet. Dabei wurde frisches N¨ ahrmedium alle drei Tage ¨ uber ein
Luer-Lock-Schlauchsystem vorsichtig in die Beutel geleitet. Die ¨ ubrige Handhabung verlief
gleich. Am Ende der Expansion nach 9 bis 14 Tagen erfolgten ausf¨ uhrliche ph¨ anotypische
und funktionelle Analysen im Rahmen der Qualit¨ atssicherung. Zur klinischen Applikation
wurden die IL-2 stimulierten NK-Zellen (NK-DLIIL-2 stim) dem Patienten entweder direkt
am Ende der Expansion ”frisch“ verabreicht oder wurden f¨ ur sp¨ atere Applikationen 1:2
mit 20%igem DMSO verd¨ unnt und bei −80➦C in Fl¨ ussigstickstoﬀ kryokonserviert.
Kultivierung prim¨ arer Tumorzellen und Tumorzelllinien
Sowohl im Rahmen der klinischen Qualit¨ atssicherung der NK-Zell-Produkte als auch in
den experimentellen Versuchen wurde die zytotoxische Aktivit¨ at von NK-Zellen gegen die
erythroleuk¨ amische Zelllinie K-562 untersucht. Die Zellen wurden urspr¨ unglich aus dem
Knochenmark eines Patienten mit chronischer myeloischer Leuk¨ amie (CML) isoliert [139].
Diese HLA-Klasse-I und -II negative Zelllinie verf¨ ugt zudem ¨ uber die Expression einiger
Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren [140, 141] und gilt damit als eine Standard-
zelllinie f¨ ur die Untersuchung der NK-Zell-Zytotoxizit¨ at. Die Kultivierung dieser als Ein-
zelzellen in Suspension wachsenden Zellen erfolgte in RPMI 1640 N¨ ahrmedium (+10%
FCS und 2 nM Glutamin) bei 37➦C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchte. Zum Passagieren
wurden die Zellen im einw¨ ochentlichen Rhythmus entsprechend ihrer Wachstumsdichte
gesplittet.
Die f¨ ur die Langzeit-Mikroskopie verwendeten prim¨ aren Tumorzellen stammen aus einer
chirurgisch entfernten Metastase eines 4-j¨ ahrigen Neuroblastom Stadium IV Patienten.
Die Isolierung und Inkulturnahme der Tumorzellen erfolgte durch Fr. Dr. Esser [135], die
diese freundlicherweise f¨ ur Versuchszwecke zur Verf¨ ugung stellte. Die Kultivierung dieser
als Tumor-Sph¨ aroide wachsenden prim¨ aren Tumorzellen erfolgte in IMDM N¨ ahrmedium,
welches mit 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin versetzt wurde.
3.3.3. Herstellung und Verwendung der Mycophenols¨ aure-L¨ osung
Mycophenols¨ aure (Mycophenolic acid, MPA) wurde entsprechend der Herstellerangaben
gel¨ ost und gelagert. Es wurden 32 mg der Trockensubstanz mit dem Molekulargewicht
von 320,34 g/mol in 1 ml Methanol gel¨ ost. Diese 100 mM Stockl¨ osung wurde in 10 µl Ali-
quots bei −20➦C gelagert. Das Immunsuppressivum wurde in den ﬁnalen Konzentrationen
von 100 nM, 1 µM, 10 µM und 100 µM in der Zellkultur eingesetzt. Die Vorverd¨ unnung
wurde mit frischem X-VIVO10 Zellkulturmedium (+5% HP und 1000 U/ml IL-2) in
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sterilen Reaktionsgef¨ aßen angesetzt. Um das Endvolumen im Vergleich zur unbehandel-
ten Kontrollkultur m¨ oglichst gering zu halten, erfolgte der ﬁnale Verd¨ unnungsschritt mit
der eigentlichen Zellsuspension. Abh¨ angig von der Fragestellung wurden die Zellen ent-
weder vom Beginn der Kultivierung (ab Tag 0; d0) oder erst nach einigen Tagen mit der
MPA-L¨ osung inkubiert. Alle drei Tage erfolgte die Zugabe von etwa einem Drittel des
Gesamtvolumens an frischem N¨ ahrmedium, welches zuvor auf die entsprechende MPA-
Konzentration eingestellt wurde. Somit wurde eine konstante MPA-Konzentration ¨ uber
den gesamten Versuchszeitraum gew¨ ahrleistet. Dies wurde exemplarisch durch eine quan-
titative Bestimmung von MPA im Zellkultur¨ uberstand durch das Zentrallabor des J.W.
Goethe-Universit¨ atsklinikums ¨ uberpr¨ uft. Mit Hilfe eines Enzym-Rezeptor-Assays (Total
MPA (TMPA) Test, Roche Diagnostics) wird dabei ex vivo die MPA-bedingte Hemmung
der IMPDH Typ II in vivo imitiert. Die MPA-Konzentration ist dabei umgekehrt propor-
tional zur Enzymfunktion. Um eine verl¨ assliche Aussage ¨ uber den Einﬂuss von MPA auf
die NK-Zell-Funktionalit¨ at zu erhalten, wurden alle anderen Versuchsbedingungen exakt
gleich wie in der unbehandelten Zellkultur gehandhabt.
3.3.4. Durchﬂusszytometrische Methoden
Die Durchﬂusszytometrie ist ein optisches Verfahren zur speziﬁschen Charakterisierung
von einzelnen Zellen in einer Suspension. Das Messprinzip des Durchﬂusszytometers (Fluo-
reszence-activated-cell-sorter, FACS) basiert dabei auf der Aussendung von monochroma-
tischem Licht eines Lasers, das durch das Auftreﬀen auf eine Zelle in der Messk¨ uvette ge-
streut wird. Dabei geben die nach vorne laufenden Strahlen Auskunft ¨ uber die Gr¨ oße der
Zelle (Vorw¨ arts-Streulicht, Forwardscatter, FSC) und die zur Seite abgelenkten Strahlen
sind ein Maß f¨ ur die Zellgranularit¨ at (Seitw¨ arts-Streulicht, Sidescatter, SSC). Des Wei-
teren l¨ asst sich mit Hilfe Fluorochrom-gekoppelter Antik¨ orper die Expression verschie-
dener Antigene bestimmen, wobei die Fluoreszenzintensit¨ at mit der Antigenexpression
korreliert. Dabei wird ein Teil des durch den Laser ausgestrahlten Lichtes von dem ent-
sprechenden Fluorochrom absorbiert und als Fluoreszenzlicht einer h¨ oheren Wellenl¨ ange
emittiert [142]. Die Zellen werden durch den ¨ Uberdruck im Fl¨ ussigkeitssystem des Ger¨ ats
durch die Kapillare gesaugt, sodass jede Zelle einzeln den Laserstrahl in der Messk¨ uvet-
te passiert. Durch ein komplexes optisches System, bestehend aus verschiedenen Linsen,
Spiegeln und Filtern, werden die emittierten Lichtsignale getrennt. Bei der Detektion der
einzelnen Fluoreszenzen werden die Filter so eingesetzt, dass sie m¨ oglichst viel emittiertes
Licht eines Fluorochroms von einer Wellenl¨ ange durchlassen und dabei das Licht ande-
rer Wellenl¨ angen herausﬁltern. Sogenannte Bandpassﬁlter lassen dabei nur Licht einer
bestimmten Wellenl¨ ange hindurch, wogegen Longpassﬁlter nur Licht oberhalb einer be-
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stimmten Wellenl¨ ange passieren lassen. Das von den Detektoren erfasste Licht wird durch
sog. Photomultiplier in elektrische Signale umgewandelt, entsprechend verst¨ arkt und ge-
speichert (⊲ Abb. 3.2) [143, 144].
Abbildung 3.2: Schematisches Beispiel f¨ ur den Aufbau und die Messmethodik eines Durch-
ﬂusszytometers. Triﬀt der Laserstrahl auf eine einzelne Zelle im Probenstrom, so wird das Licht gestreut
und gibt Auskunft ¨ uber die Zellgr¨ oße (FSC), Granularit¨ at (SSC) und die Expression von bis zu f¨ unf ver-
schiedenen ﬂuoreszenzmarkierten Antigenen. Ein komplexes optisches System aus Spiegeln und Filtern
leitet dabei das Licht zu speziﬁschen Detektoren f¨ ur die verschiedenen Fluoreszenzen FL-1 bis FL-5,
die das Signal verst¨ arken und digitalisieren (Eigene Abbildung in Anlehnung an Luttmann et al. ”Der
Experimentator Immunologie“ und Sack et al. ”Zellul¨ are Diagnostik“) [142, 143].
In dieser Arbeit wurde prim¨ ar das Durchﬂusszytometer Cytomics FC500 (Beckman Coul-
ter) verwendet mittels dessen, nach Anregung mit einem Argon-Ionen-Laser bei 488 nm,
die Analyse von bis zu f¨ unf Fluoreszenzsignalen m¨ oglich ist (⊲ Tab. 3.9). Zur Diskri-
minierung von toten Zellen wurden die Zellviabilit¨ ats-Farbstoﬀe Propidiumiodid (PI)
oder 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) verwendet. Diese Farbstoﬀe passieren gesch¨ adig-
te Zellmembranen und f¨ arben als DNA-Interkalator doppelstr¨ angige DNA an. Nach An-
regung mit monochromatischem Licht emittieren Fluorochrome Licht unterschiedlicher
Wellenl¨ angen. Dabei entstehen jedoch auch spektrale ¨ Uberlappungsbereiche die zu falsch-
positiven Signalen in der durchﬂusszytometrischen Messung f¨ uhren k¨ onnen (⊲ Abb. 3.3).
463.3. Methoden
Diese Problematik wird zum einen durch die Filterung des Lichtes mit den beschriebe-
nen Filtern gel¨ ost und zum anderen k¨ onnen durch Kompensationseinstellungen spektrale
¨ Uberlappungen verrechnet werden.
Tabelle 3.9: Fluoreszenzfarbstoﬀe.
FL–Kanal Fluorochrom Emissionsmaximum [nm]
FL-1 FITC (Fluorescein-Isothiocyanat) 519 nm (gelb-gr¨ un)
FL-2 PE (Phycoerythrin) 578 nm (orange)
FL-3 ECD (PE-Texas Red) 615 nm (orange-rot)
FL-4 PE-Cy5/PC5 (PE-Cyanin 5) 667 nm (rot)
FL-5 PE-Cy7/PC7 (PE-Cyanin 7) 785 nm (rot-violett)
FL-1 CFSE (Carboxyﬂuoreszein-Succinimidyl-Ester) 517 nm (stark gelbgr¨ un)
FL-2 PI (Propidiumiodid) 617 nm (orange/rot-violett)
FL-4 7-AAD (7-Amino-Actinomycin D) 647 nm (rot/rot-violett)
Emissionsmaxima der verwendeten Fluoreszenzfarbstoﬀe bei Anregung mit dem blauen Argon-
Ionen-Laser der Wellenl¨ ange 488 nm [143]. Das verwendete FC500 Durchﬂusszytometer ist mit 525, 575,
620, 675, 755 nm Bandpassﬁltern ausgestattet. Abk¨ urzungen: FL: Fluoreszenz.
Abbildung 3.3: Emissionsspektren verschiedener Fluorochrome. Bei Anregung durch den blauen
Argon-Ionen-Laser mit monochromatischen Licht der Wellenl¨ ange 488 nm ergeben sich hier dargestellte
Emissionsspektren und spektrale ¨ Uberlappungsbereiche der verwendeten Fluorochrome FITC, PE, PE-
Texas Red (ECD), PC5 und PC7 (Abbildung gestaltet mit Hilfe des BD Fluorescence Spectrum Viewer,
www.bdbiosciences.com).
Die Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte mit Hilfe der CXP System II Softwa-
re (Beckman Coulter). Abbildung 3.4 zeigt exemplarisch einige M¨ oglichkeiten der Daten-
analyse. Dabei erm¨ oglicht die individuelle Lichtstreuung und Fluoreszenzintensit¨ at eine
pr¨ azise Charakterisierung und Unterscheidung der Zellen. Anhand deﬁnierter zellcharak-
teristischer Eigenschaften (z.B. NK-Zellen sind kleine, ungranul¨ are CD3-CD56+ Zellen)
erfolgt die Einteilung in spezielle Regionen, die sich in der Kombination als sog. Gates zu
einer Gating Strategie zusammenfassen lassen.
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Abbildung 3.4: Darstellung durchﬂusszytometrischer Daten. A) Charakterisierung anhand der
Lichtstreuung von kleinen, ungranul¨ aren Lymphozyten bis zu großen, granul¨ aren Granulozyten in einer
PB Probe. B) Charakterisierung anhand Fluorochrom-konjugierter AK gegen zellul¨ are Antigene. Ge-
zeigt sind verschiedene M¨ oglichkeiten zur Darstellung zweidimensionaler Diagramme (engl. plots) von
CD56 und CD3 markierten Lymphozyten. Von links nach rechts: Density plot (Dichte-Diagramm, rot:
h¨ ochste Dichte, blau: niedrigste Dichte), Dot plot (Punkt-Diagramm) mit speziﬁscher Farbzuweisung
der einzelnen Populationen, Contour plot (Kontur-Diagramm) zur Darstellung der Dichteverteilung mit-
tels H¨ ohenlinien. Zur eindimensionalen Darstellung eignet sich ein Histogram plot (rechts), der hier die
Lymphozytenpopulation in CD3- und CD3+ Zellen aufgliedert. Histogram plots k¨ onnen auch durch ¨ Uber-
lagerung als sog. Overlay plots kombiniert werden (Eigene Abbildung).
Ph¨ anotypisierung von Immunzellen
Die Immunph¨ anotypisierung basiert auf der charakteristischen Expression verschiedener
Oberﬂ¨ achenantigene auf Immunzellen die in einer CD-Nomenklatur (Clusters of diﬀeren-
tiation, CD) zusammengefasst sind. Mit Hilfe von Fluorochrom-konjugierten monoklona-
len Antik¨ orpern (Tab. 3.7) k¨ onnen diese Oberﬂ¨ achenantigene markiert und durchﬂuss-
zytometrisch unterschieden werden. Die so erhaltenen Antigenmuster erm¨ oglichen eine
Zuordnung zu einer bestimmten Leukozytensubpopulation. Zudem kann die Expression
speziﬁscher Oberﬂ¨ achenantigene, aber auch intrazellul¨ arer Molek¨ ule, Informationen ¨ uber
den Aktivierungs- oder Diﬀerenzierungsgrad der Zelle erbringen.
F¨ ur die Analysen des in vivo Begleitmonitorings wurde in EDTA-Monovetten gesam-
meltes Vollblut verwendet. Analysen der in vitro Laborexperimente und der klinischen
NK-Zell-Pr¨ aparate erfolgten aus der Zellsuspension. Zur Bestimmung der Absolutzellzah-
len wurden zwei alternative Verfahren verwendet. Bei der dual platform Analyse wur-
den die absoluten Leukozytenzahlen/µl mit Hilfe eines h¨ amatologischen Zellz¨ ahlger¨ ates
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(H¨ amatozytometer) ermittelt. Nach Ermittlung des prozentualen Anteils der speziﬁschen
Leukozytensubpopulationen am Durchﬂusszytometer konnten so die Absolutzellzahlen der
jeweiligen Subpopulation manuell errechnet werden. Bei der single platform Analyse er-
folgte die Zellzahlbestimmung/µl direkt w¨ ahrend der durchﬂusszytometrischen Messung.
Hierf¨ ur wurde ein interner Z¨ ahlstandard (Flow-Count➋ Fluorespheres) verwendet. Diese
Methode erm¨ oglicht mit Hilfe einer deﬁnierten Anzahl von Latexpartikeln (sog. Beads)
in einer bestimmten Volumeneinheit die genaue Bestimmung der Zellzahl auch in sehr
geringen Zellkonzentrationen. Wird das gleiche Volumen von Probe und Beads mittels re-
verser Pipettiertechnik vermischt, kann somit anhand der deﬁnierten Bead-Konzentration
die Zellzahl/µl der Probe intern berechnet und abgelesen werden.
Analysen im Rahmen des klinischen Begleitmonitorings zur NK-Zell-Studie
Im Rahmen des Phase I/II NK-Zell-Studien-begleitenden in vivo Monitorings wurden die
Leukozytensubpopulationen im peripheren Blut der Patienten vor und 10 min, 1 h, 4 h und
24 h nach NK-Zell-Applikation analysiert (⊲ Abb. 3.5). Dazu wurden Zellzahlen der eosi-
nophilen und neutrophilen Granulozyten, Monozyten, dendritischen Zellen (mDC, pDC)
und der Lymphozytensubpopulationen T-, B- und NK-Zellen prozentual und absolut be-
stimmt. Zudem wurde eine speziﬁsche Charakterisierung von NK-Zellen durchgef¨ uhrt (⊲
folgendes Kapitel).
Abbildung 3.5: Verlauf der Blutabnahmen des Begleitmonitorings zur NK-Zell-Studie. Am
jeweiligen Tag der NK-DLI (d3, d40, d100) erfolgte die Abnahme von peripherem EDTA-Vollblut nach
einem genauen zeitlichen Ablauf vor und 10 min, 1 h, 4 h, 24 h nach dem Ende der NK-Zell-Infusion.
Abk¨ urzungen: NK-DLIIL-2 stim: IL-2 stimulierte Spender-NK-Zell-Infusion, NK-DLIunstim: unstimulierte
Spender-NK-Zell-Infusion, SZT: Stammzelltransplantation (Eigene Abbildung).
Die Analyse erfolgte direkt aus EDTA-Vollblut ohne Waschschritte als sog. no wash Ver-
fahren. Dazu wurden nach Herstellerangaben je 5 bis 10 µl der Fluorochrom-konjugierten
Antik¨ orper verwendet und mit 100 µl Blut nach kurzem Durchmischen f¨ ur 15 min bei RT
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im Dunkeln inkubiert. Zur Erythrozyten-Lyse wurde die automatisierte TQ-Prep➋ Work-
station mit dem aus drei verschiedenen L¨ osungen bestehendem Immunoprep➋ Reagent-
System (Beckman Coulter) verwendet. L¨ osung A (CH2O2 Ameisens¨ aure) dient dabei der
Lyse der Erythrozyten, L¨ osung B (Na2CO3, NaCl, Na2SO4) stoppt die Lysereaktion und
fungiert als Puﬀer und L¨ osung C (Paraformaldehyd) wird zur Leukozytenﬁxierung ein-
gesetzt, um die zu analysierenden Oberﬂ¨ achenantigene zu stabilisieren. Nach Ablauf der
Lysereaktion wurden die Zellen am 5-Farb-Durchﬂusszytometer FC500 gemessen und mit
Hilfe der CXP System II Software ausgewertet. Die Bestimmung der Zellzahl/µl der DCs
erfolgte als single platform Analyse, da diese Zellpopulationen nur mit etwa 5 bis 40
Zellen/µl im PB vertreten sind. Alle anderen Absolutzellzahlen/µl wurden als dual plat-
form Analyse bestimmt.
Speziﬁsche Charakterisierung von NK-Zellen
Eine speziﬁsche Charakterisierung von NK-Zellen wurde sowohl w¨ ahrend des Studien-
Begleitmonitorings anhand von peripheren Blutproben der Patienten durchgef¨ uhrt als
auch im Rahmen der ex vivo Untersuchungen zum Einﬂuss immunsuppressiver Thera-
pie auf die Funktionalit¨ at prim¨ arer NK-Zellen und zur Qualit¨ atskontrolle der klinischen
NK-Zell-Produkte. Neben der An- und Abwesenheit eines bestimmten Antigens, was als
”+“ und ”−“ ausgedr¨ uckt wird, wurde die Intensit¨ at der Antigenexpression von nied-
rig/schwach als ”dim“ und eine hohe/starke Expression als ”bright“ bezeichnet. Die zwei
Hauptsubpopulationen der CD3-CD56+ NK-Zellen wurden somit als CD56dimCD16+ und
CD56bright CD16dim/- charakterisiert (⊲ Abb. 3.6).
Abbildung 3.6: Charakterisierung der NK-Zell-Subpopulationen. Durchﬂusszytometrische Cha-
rakterisierung der CD3-CD56+ NK-Zellen in die zwei Hauptsubpopulationen CD56dimCD16+ und
CD56brightCD16dim/- (Eigene Abbildung).
Anhand der Expression speziﬁscher Antigene konnte die NK-Zell-Gesamtpopulation inklu-
sive Subpopulationen hinsichtlich ihres Aktivierungs- und Diﬀerenzierungsstatutes n¨ aher
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charakterisiert werden. Dazu wurden z.B. Antik¨ orper gegen die Antigene CD69 und HLA-
DR (fr¨ uher und sp¨ ater Aktivierungsmarker), CD62L (”Lymphknoten Homing Rezeptor“),
CD25 (α-Untereinheit des IL-2 Rezeptors) und NKp44 (einer der Nat¨ urlichen Zytotoxi-
zit¨ ats-Rezeptoren, NCR) verwendet. Zur Diskriminierung von toten Zellen wurde mit
dem Viabilit¨ atsfarbstoﬀ 7-AAD gearbeitet. Zudem wurde zur m¨ oglichst exakten Bestim-
mung der Zellzahlen/µl in allen Messungen die single platform Analyse verwendet. Dazu
wurden 100 µl Blut oder Zellsuspension in reverser Pipettiertechnik mit den entspre-
chenden Antik¨ orpern f¨ ur 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Mit der automatisier-
ten TQ-Prep➋ Workstation und dem Immunoprep➋ Reagent-System (Beckman Coulter)
wurden die Erythrozyten der Blutproben lysiert und die Leukozyten f¨ ur nachfolgende
Messungen ﬁxiert. Bei isolierten NK-Zellsuspensionen wurde dieser Schritt entsprechend
¨ ubersprungen. Nach Zugabe von 100 µl der gutdurchmischten Z¨ ahlbeads (Flow-Count
Fluorespheres) mit gleicher reverser Pipettiertechnik erfolgte unmittelbar die Analyse am
5-Farb-Durchﬂusszytometer FC500.
Quantitative Bestimmung der Rezeptordichte auf NK-Zellen
Zur quantitativen Bestimmung der Oberﬂ¨ achenexpression der Nat¨ urlichen Zytotoxizit¨ ats-
Rezeptoren NKp30, NKp44, NKp46 und dem NKG2D Rezeptor wurde das Quantum➋
Simply Cellular➤ Kit der Firma Bangs Laboratories verwendet. Dabei werden speziel-
le Latex-Mikropartikel (sog. Beads) verwendet, die in unterschiedlicher Intensit¨ at mit
Bindungs-Antik¨ orpern beschichtet sind, welchen den Fc-Teil von monoklonalen Antik¨ or-
pern binden k¨ onnen. Hierbei werden f¨ unf verschiedene Bead-Populationen eingesetzt (von
Blank (engl.=leer) ¨ uber 1, 2, 3 und 4), die aufsteigend ¨ uber eine zunehmende Antik¨ orper-
Bindungs-Kapazit¨ at (antibody binding capacity, ABC) verf¨ ugen. Mit Hilfe der kalibrier-
ten ABC der Beads l¨ asst sich die quantitative Dichte der Oberﬂ¨ achenrezeptoren auf der
entsprechenden Zelle bestimmen. Hierbei wird die gemessene Fluoreszenzintensit¨ at der
Mikropartikel (z.B. NKp46-PE markierte Beads in FL-2) mit der bekannten ABC der
Partikel korreliert. Anhand der so erstellten Kalibrierungsgeraden kann im Folgenden die
jeweilige unbekannte ABC, die der Rezeptorexpression (ebenfalls NKp46-PE) auf der Ziel-
zelle entspricht, ermittelt werden (⊲ Abb. 3.7). Ein großer Vorteil dieser Methode ist, dass
im Unterschied zur der Angabe der mittleren Fluoreszenzintensit¨ at (mean ﬂuorescence
intensity, MFI) die ABC einen deﬁnierten Wert liefert, welcher sich dabei unabh¨ angig
von den verwendeten Zytometereinstellungen mit externen Resultaten vergleichen l¨ asst.
Dazu wurden die zu untersuchenden NK-Zellen auf eine Zellzahl von 1×106 Zellen/ml ein-
gestellt. Bei der Versuchsdurchf¨ uhrung war darauf zu achten, dass die mit dem gleichen
Antik¨ orper gef¨ arbten Zellen und die Latex-Beads bez¨ uglich Inkubationsdauer, Wasch-
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Abbildung 3.7: Messprinzip der quantitativen Bestimmung der Rezeptordichte auf NK-
Zellen. A) Bei der durchﬂusszytometrischen Analyse wird die NKp46-PE markierte Gesamt-Bead-
Population anhand ihrer Fluoreszenzintensit¨ at im Histogram Plot in vier Populationen aufgeschl¨ usselt
(Blank Beads in Region B hier nicht dargestellt). B) Anhand der Kalibrierungsgeraden l¨ asst sich somit
die Fluoreszenzintensit¨ at mit der entsprechenden ABC der jeweiligen Population vergleichen. Dabei hat
z.B. die Bead-Population 1 die Kapazit¨ at zur Bindung von 8.000 AK (ABC=8.000) und die Population
4 von 181.000 AK (ABC=181.000). C) NK-Zellen k¨ onnen anhand ihrer CD56 und CD16 Expression
in zwei Populationen unterteilt werden. Hier dargestellt sind neun Tage IL-2 stimulierte NK-Zellen mit
dem typischen CD56bright Ph¨ anotyp. Die Fluoreszenzintensit¨ at kann folgend mit der ermittelten ABC
verglichen werden und erm¨ oglicht so eine quantitative Aussage ¨ uber die NKp46 Oberﬂ¨ achenexpression
(Eigene Abbildung, Kalibrierungsgerade modiﬁziert nach Bangs Laboratories) [145].
schritten und Lichtexposition exakt identisch gehandhabt und bei gleicher Verst¨ arkung
am Durchﬂusszytometer gemessen werden. Die Lichtexposition war dabei so gering wie
m¨ oglich zu halten. Es wurde entsprechend des in Tabelle 3.10 dargestellten Pipettiersche-
mas verfahren. Nach gr¨ undlichem Vortexen wurde f¨ ur 30 min dunkel bei RT inkubiert.
Es folgten drei Wasch-Zentrifugationsschritte (400 ×g, 4 min, RT) mit je 2 ml PBS, um
ungebundene Antik¨ orper zu entfernen. Final wurden die Zellen in je 500 µl PBS aufgenom-
men und in direkt folgender durchﬂusszytometrischen Analyse gemessen. Durch Einsatz
der NK-Zell-charakterisierenden Antik¨ orper CD56 und CD16 ließ sich zudem die Re-
zeptordichte auf den entsprechenden NK-Zell-Subpopulationen CD56brightCD16dim/- und
CD56dimCD16+ bestimmen.
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Tabelle 3.10: Pipettierschema Rezeptordichte-Bestimmung.
Blank Beads Beads 1-4 Ko. NK-Zellen Dichte NK-Zellen
Zellen — — 50 µl 50 µl
Beads Blank 50 µl — — —
Beads 1-4 — je 25 µl — —
PBS 50 µl 50 µl — —
PE-Antik¨ orper — 20 µl — 20 µl
CD16-PC5 — — 10 µl 10 µl
CD56-PC7 — — 10 µl 10 µl
Verwendete PE-Antik¨ orper: NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D. Da im Rahmen dieser Arbeit die
Rezeptordichte von IL-2 stimulierten NK-Zellen im Vergleich zu MPA- und Plasma-behandelten
NK-Zellen untersucht wurde, ist das Pipettierschema entsprechend erweitert worden. Abk¨ urzungen: Ko.:
Kontrolle, entspricht der Fluoreszenz der nicht PE-markierten Zellen.
Intrazellul¨ are F¨ arbung von Signalmolek¨ ulen
Die Antik¨ orpermarkierung von intrazellul¨ aren Antigenen bedarf einer vorherigen Fixie-
rung und Permeabilisierung der Zellmembran. Die Fixierung erm¨ oglicht eine Moment-
aufnahme der intrazellul¨ aren Prozesse zum aktuellen Zeitpunkt, w¨ ahrend die Permeabi-
lisierung ein Eindringen der Fluorochrom-gekoppelten Antik¨ orper ins Zellinnere gew¨ ahr-
leistet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Mycophenols¨ aure einen Einﬂuss
auf die Phosphorylierung – und damit Aktivierung – zentraler intrazellul¨ arer Signalmo-
lek¨ ule aus¨ ubt. Es wurden die Signalmolek¨ ule STAT-3, -4, -5, AKT und ERK1/2 gew¨ ahlt,
die zentrale Rollen in den Signalwegen f¨ ur Proliferation, Zytotoxizit¨ at und ¨ Uberleben
beinhalten. Dazu wurden frisch aufgereinigte NK-Zellen f¨ ur unterschiedliche Inkubations-
zeitr¨ aume von 15 min bis zu 20 d mit IL-2 (1000 U/ml) stimuliert. Nach Ablauf der
Stimulation wurden die Zellen in einer Dichte von ca. 1×106/ml in einer Finalkonzentra-
tion von 1 bis 2% Formaldehyd f¨ ur 10 min bei 37➦C ﬁxiert. Zudem wurde auch immer
eine frisch isolierte unstimulierte Probe ﬁxiert, um die endogene Aktivit¨ at des Signalmo-
lek¨ uls ohne externen Stimulus als Ausgangswert zu erhalten. Nach 1 min auf Eis folgte
ein Waschzentrifugationsschritt (400 ×g, 5 min) und das Zellpellet wurde in 90%igem
Methanol resuspendiert. W¨ ahrend einer 30-min¨ utigen Inkubation auf Eis oder bei 2 bis
8➦C wurde die Zellmembran permeabilisiert. Die Zellen konnten entweder direkt gef¨ arbt
oder f¨ ur sp¨ atere Analysen bei −20➦C gelagert werden.
F¨ ur die F¨ arbung wurden je 5×105 Zellen verwendet. Die Zellen wurden durch Zugabe von
2 ml Inkubationspuﬀer (PBS +0,5% HSA) und folgendem Zentrifugationsschritt (400 ×g,
5 min) gewaschen. Nach erneutem Waschschritt wurde das Zellpellet in 90 µl Inkubati-
onspuﬀer resuspendiert. Es folgte f¨ ur 10 min eine Blockierung unspeziﬁscher Bindestellen
durch das im Inkubationspuﬀer enthaltene Protein. Die Zellen wurden pro Ansatz mit
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10 µl speziﬁschem Antik¨ orper f¨ ur 60 min im Dunkeln inkubiert. Es wurde zudem eine Kon-
trolle ohne Antik¨ orper-F¨ arbung mitgef¨ uhrt, um die Autoﬂuoreszenz der Zellen zu ermit-
teln. Nach abschließendem Waschzentrifugationsschritt, zur Entfernung von ¨ ubersch¨ ussi-
gen ungebundenen Antik¨ orpern, wurden die Zellen in 500 µl PBS resuspendiert und am
Durchﬂusszytometer analysiert.
CFSE-Proliferationsassay
Zus¨ atzlich zur Zellzahlbestimmung w¨ ahrend der Expansion wurde die Proliferation der
NK-Zellen mittels CFSE-F¨ arbung untersucht. Hierf¨ ur wurden die Zellen zu Beginn der
Inkulturnahme mit dem Carboxyﬂuoreszein-Diazetat-Succinimidyl-Ester (CFDA-SE) ge-
f¨ arbt. Dieser membrang¨ angige Farbstoﬀ diﬀundiert passiv durch die Zellmembran und
wird von zellul¨ aren Esterasen in den starkfluoreszierenden Carboxyﬂuoreszein-Succini-
midyl-Ester (CFSE) gespalten. Dieser bindet kovalent an zytoplasmatische Proteine, so-
dass bei jeder Zellteilung gleichm¨ aßig die H¨ alfte der Fluoreszenzintensit¨ at an beide Toch-
terzellen weitergegeben wird (⊲ Abb. 3.8). Der Verlauf der Fluoreszenzreduktion ¨ uber den
Expansionszeitraum kann durchﬂusszytometrisch bestimmt werden und erm¨ oglicht R¨ uck-
schl¨ usse auf die vollzogenen Zellteilungen [146, 147].
Abbildung 3.8: Funktionsprinzip der CFSE-F¨ arbung. Der kovalent an zytoplasmatische Proteine
gebundene CFSE-Farbstoﬀ wird w¨ ahrend der Zellteilung zu gleichen Teilen an die n¨ achste Generation
weitergegeben, wodurch sich die Fluoreszenzintensit¨ at jeweils halbiert. Es k¨ onnen etwa acht bis zehn
Zellteilungen verfolgt werden bis die CFSE-Strahlung der Autoﬂuoreszenz (Eigenﬂuoreszenz) ungef¨ arbter
Zellen entspricht (Eigene Abbildung).
Die Versuchsdurchf¨ uhrung erfolgte nach Anleitung von Quah und Parish et al., die so-
wohl die Vorz¨ uge als auch die Komplexit¨ at dieser Methode ausf¨ uhrlich untersucht und
im Jahr 2007 in Nature Protocols beschrieben haben [146]. Es wurde mit einer 5 mM
CFSE-Stock-L¨ osung gearbeitet (gel¨ ost in DMSO, Lagerung −20➦C). Die aufgereinigten
NK-Zellen wurden gut resuspendiert und unabh¨ angig ihrer Zellzahl in 1 ml PBS (+5%
FCS) aufgenommen. Um eine optimale F¨ arbung zu erzielen, sollten ca. 50×106 Zellen/ml
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mit einer Endkonzentration von 5 µM CFSE gef¨ arbt werden. Ist die Zellzahl geringer, soll-
te die CFSE-Endkonzentration auf 1 bis 2,5 µM durch Vorverd¨ unnung der Stock-L¨ osung
mit PBS angepasst werden. Da CFSE schnell mit aquatischen L¨ osungen reagiert, sollte
es rasch mit der Zellsuspension vermischt werden. Dazu wurde die 1 ml Zellsuspension
auf den Boden eines konisch verlaufenden R¨ ohrchens (z.B. 15 ml Falcon Tube) pipettiert
ohne dabei den Rand zu befeuchten. In einer fast horizontalen Position wurde ein 110 µl
PBS-Tropfen an den oberen Rand des R¨ ohrchens gesetzt, ohne dass dieser sich mit der
Zellsuspension vermischt. Folgend wurden 1,1 µl der 5 mM CFSE-Stock-L¨ osung vorsichtig
in den PBS-Tropfen pipettiert. Das R¨ ohrchen wurde verschlossen und durch wiederholtes
Kippen und kurzes Vortexen wurden die Zellen mit der CFSE-L¨ osung vermischt. Nach
5 min Inkubation bei RT im Dunkeln wurden die Zellen mit 10-fachem Volumen PBS
+5% FCS gewaschen und bei 330×g f¨ ur 5 min bei RT zentrifugiert. Der ¨ Uberstand wur-
de abpipettiert um einen Zellverlust zu vermeiden und der Waschvorgang zwei weitere
Male wiederholt, um ungebundenen Farbstoﬀ aus der Zellsuspension zu entfernen.
Durch Anregung (Laser, 488 nm) emittiert CFSE gr¨ unes Licht mit einem Emissionspeak
bei 517 nm der im ersten Fluoreszenzkanal (FL-1) detektiert wird. Da das Fluoreszenz-
signal besonders zu Beginn der Expansion sehr stark ist und ein hoher ¨ Ubertrag in die
anderen Fluoreszenzkan¨ ale erfolgen kann, muss entsprechend kompensiert und ggf. der
zweite Fluoreszenzkanal ausgespart werden. Innerhalb der ersten 24 h wird ein großer
Teil des intrazellul¨ aren ungebundenen Farbstoﬀs von den Zellen sekretiert und es kommt
zu einer deutlichen Verschiebung im Fluoreszenzsignal (⊲ Abb. 3.9 A). Daher erfolgte die
Ausgangsmessung f¨ ur die Proliferation immer am Tag 1 (d 1). Zur genauen Analyse der
NK-Zell-Proliferation wurden wiederholte Messungen w¨ ahrend des Expansionszeitraums
durchgef¨ uhrt (z.B. d 1, d 3, d 6, d 9). Dabei wurde immer die entsprechende Zellkultur-
ﬂasche gesamt ”geerntet“ um alle gebildeten Zellkolonien zu erfassen und zu vereinzeln.
Die Zellkulturﬂaschen f¨ ur sp¨ atere Zeitpunkte wurden in ihrem Wachstum nicht gest¨ ort.
Zudem wurde eine ungef¨ arbte Probe analysiert um die Autoﬂuoreszenz der Zellen zu er-
mitteln. Die Abnahme der Fluoreszenzintensit¨ at ¨ uber den Expansionszeitraum entspricht
der jeweiligen Zell-Proliferation. Dabei ist jedoch zu beachten, dass sich das Fluoreszenz-
signal von sich nicht teilenden Zellen ebenfalls leicht verschiebt, da die Fluoreszenz ¨ uber
den Versuchszeitraum durch Lichtexposition langsam abnehmen kann. Die durchﬂusszy-
tometrische Auswertung erfolgte mittels Histogramm Overlay plots (CXP 2.2 Software,
Beckman Coulter), womit der Verlauf der Fluoreszenz im Vergleich zu Ausgangswert und
Autoﬂuoreszenz dargestellt werden konnte (⊲ Abb. 3.9 B, links). Mit Hilfe der FlowJo
Software (Tree Star, Inc.) konnten zudem der Anteil der vollzogenen Zellteilungen an-
hand einzelner Generationen prozentual ermittelt werden (⊲ Abb. 3.9 B, rechts). Wie an
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diesem Beispiel zu sehen, haben sich 26% der Zellen nicht geteilt (Generation 0, rot),
w¨ ahrend die ¨ ubrigen Zellen im Lauf der 9-t¨ agigen Expansion bis zu sieben Tochtergene-
ration erreichten.
Abbildung 3.9: Proliferationsanalyse CFSE-markierter Zellen. A) In den ersten 24 h nach CFSE-
F¨ arbung kommt es zur Sekretion des intrazellul¨ aren ungebundenen Farbstoﬀs, was in einer deutlichen
Linksverschiebung des Fluoreszenzsignals resultiert (CFSE-Shift). Daher erfolgte die Ausgangsmessung
f¨ ur die Proliferationsanalyse immer am Tag 1. Die Messung an Tag 6 zeigt hier die Proliferation von
CFSE-markierten mononukle¨ aren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMNZ). F¨ ur die Bestimmung der
Autoﬂuoreszenz (grau) wurden ungef¨ arbte Zellen analysiert. B) Die Auswertung erfolgte mittels Overlay
plots (grau: Autoﬂuoreszenz, gr¨ un gef¨ ullt: CFSE-markierte Zellen an Tag 1, gr¨ un: proliferierte, CFSE-
markierte Zellen nach 6-t¨ agiger Stimulation) und mit Hilfe der FlowJo Software durch eine prozentuale
Analyse der w¨ ahrend der Proliferation entstandenen Zellgenerationen (Eigene Abbildung).
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Bestimmung der NK-Zell-Zytotoxizit¨ at
Die zellvermittelte Zytotoxizit¨ at von NK-Zellen wurde zum einen im Rahmen der Qua-
lit¨ atskontrolle der klinischen NK-Zell-Produkte untersucht. Zum anderen wurde der Ein-
ﬂuss von immunsuppressiver Therapie auf die zytotoxische Aktivit¨ at IL-2 stimulierter NK-
Zellen betrachtet. Die Bestimmung der Zytotoxizit¨ at erfolgte in einer durchﬂusszytome-
trischen Analyse [148]. Dazu wurden aufgereinigte NK-Zellen, folgend als Eﬀektor-Zellen
deﬁniert, mit den HLA-Klasse-I und -II negativen erythroleuk¨ amischen Tumorzellen der
K-562 Zelllinie (Target-Zellen) coinkubiert. Durchﬂusszytometrisch wurden die kleineren
NK-Zellen durch die CD56 Antigenexpression identiﬁziert, w¨ ahrend die großen K-562
Zellen durch eine CD81 Expression charakterisiert werden konnten. Zur Diskriminierung
von toten Zellen wurde der DNA-interkalierende Farbstoﬀ Propidiumiodid (PI, 10 µg/ml)
verwendet. Die Abbildung 3.10 zeigt das durchﬂusszytometrische Protokoll der NK-Zell-
Zytotoxizit¨ ats-Bestimmung. Im Unterschied zu anderen Zytotoxizit¨ ats-Assays kann mit
dieser Methode nicht nur der gesamte Anteil an toten Zellen ermittelt, sondern auch spe-
ziﬁsch zwischen toten Target- und Eﬀektor-Zellen unterschieden werden. Die Bestimmung
der Zellzahl erfolgte dabei durch einen internen Z¨ ahlstandard (Flow-Count➋ Fluoresphe-
res) im Rahmen der single platform Analyse. Die Inkubation erfolgte in den Eﬀektor zu
Target (E:T) Ratios 1:1, 5:1 und 10:1 ¨ uber einen Inkubationszeitraum von 4 h bei
37➦C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchte. Um m¨ oglichst exakte Eﬀektor zu Target Ratios
zu erhalten, wurde mit reverser Pipettiertechnik gearbeitet. Mittels der single platform
Analyse in Kombination mit PI als Viabilit¨ atsfarbstoﬀ, erfolgte die ﬁnale Angabe der
Zellzahlen als vitale Eﬀektor- und Target-Zellen in Absolutzellzahlen. Sowohl Eﬀektor-
als auch Target-Zellen wurden ¨ uber den gesamten Versuchszeitraum zu gleichen Bedin-
gungen als Einzelkultur mitgef¨ uhrt und nach Ablauf der Inkubationszeit analysiert. Der
Anteil an ohne Eﬀektor-Target-Kontakt spontan absterbenden Zellen beider Populationen
wurde nachfolgend mit eingerechnet (Spontanver¨ anderungen). Somit konnte die tats¨ achli-
che Reduktion an Target-Zellen durch eine zellvermittelte Zytotoxizit¨ at ermittelt werden.
Die zytotoxische Aktivit¨ at wurde als der prozentuale Verlust an lebenden Target-Zellen,
abz¨ uglich der Spontanver¨ anderungen, deﬁniert. Eine zytotoxische Aktivit¨ at von 80 be-
deutet also, dass 80% der Target-Zellen im Inkubationszeitraum von den Eﬀektor-Zellen
abget¨ otet wurden.
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Abbildung 3.10: Durchﬂusszytometrische Bestimmung der NK-Zell-Zytotoxizit¨ at gegen K-
562 Tumorzellen. ¨ Uberblick ¨ uber die Gating Strategie: die Trennung von Eﬀektor-Zellen (NK-Zellen)
und Target-Zellen (K-562 Tumorzellen) erfolgte durch unterschiedliche Scattereigenschaften und eine
jeweils unterschiedliche Expression der CD56 und CD81 Antigene. Die Eﬀektor-Zellen wurden dabei als
PI- vitale CD56+ Zellen in den Regionen E1–3 deﬁniert, w¨ ahrend die Target-Zellen als PI- vitale CD81+
Zellen in den Gates T1–3 deﬁniert wurden. Abk¨ urzungen: FSC: Forwardscatter (Vorw¨ arts-Streulicht)
SSC: Sidescatter (Seitw¨ arts-Streulicht), PI: Propidiumiodid (Eigene Abbildung).
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3.3.5. Zytokin- und Chemokin-Analysen
Zur quantitativen Bestimmung der Zytokin- und Chemokin-Konzentration wurde das
BD➋ Cytometric Bead Array (CBA) von BD Biosciences verwendet. Diese Bead-basierte
Multiplex-Analyse beruht auf der Ausbildung eines Bead-Zytokin-Antik¨ orper-Komplexes,
der mittels PE-Markierung durchﬂusszytometrisch analysiert werden kann. Das zu un-
tersuchende Zytokin bindet dabei an kleine ﬂuoreszierende Mikropartikel, sog. Capture-
Beads, die mit Zytokin/Chemokin-speziﬁschen Antik¨ orpern beschichtet sind. Nach Bin-
dung von PE-markierten Detektions-Antik¨ orpern kann der Sandwich-Komplex durch-
ﬂusszytometrisch analysiert werden. Da jedes Capture-Bead eine ganz bestimmte Fluo-
reszenzintensit¨ at besitzt, k¨ onnen mehrere Zytokine/Chemokine simultan in einer Probe
unterschieden und analysiert werden. ¨ Uber die Intensit¨ at des PE-Signals hingegen kann
mit Hilfe einer Standardkurve quantitativ die Konzentration des entsprechenden Zyto-
kins/Chemokins in der Probe ermittelt werden (⊲ Abb. 3.11).
Abbildung 3.11: Funktionsprinzip des BD Cytometric Bead Array (CBA). Fluoreszierende
Capture-Beads mit unterschiedlichen Fluoreszenzintensit¨ aten sind mit Zytokin/Chemokin-speziﬁschen
AK beschichtet. Nach Zytokin/Chemokin-Bindung und Markierung mit speziﬁschen PE-markierten AK
kommt es zur Ausbildung des Sandwich-Komplexes. Ein Waschschritt entfernt ungebundene AK. In der
durchﬂusszytometrischen Analyse kann anhand der Eigenﬂuoreszenz der Capture-Beads zwischen den
Zytokinen/Chemokinen unterschieden werden. Folgend kann durch das jeweilige PE-Signal des Zytokin-
Bead-Komplexes anhand einer Standardkurve die Konzentration errechnet werden (Abbildung entnom-
men aus BD CBA Brochure) [149].
Die Analyse der Zytokin- und Chemokin-Konzentrationen erfolgte im Rahmen des in
vivo Begleitmonitorings vor und 10 min, 1 h, 4 h, 24 h nach NK-DLI Applikation in den
Plasma¨ uberst¨ anden der peripheren Blutproben der Patienten. Zudem erfolgten Messun-
gen der Zellkultur¨ uberst¨ ande der klinischen NK-Zell-Produkte und von NK-Zellen, die in
Ab- und Anwesenheit von MPA ex vivo kultiviert wurden. Dazu wurden die PB- bzw.
Zellkultur-Proben bei 1650 ×g f¨ ur 5 min zentrifugiert und der ¨ Uberstand bis zur Analyse
bei −80➦C gelagert. Es wurden CBA Flex Sets zur Bestimmung von humanem IL-1β, IL-
2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, IL-12/IL-23p40, IL-13, IFN-γ, MCP-1, MIP-1α/β, RAN-
TES und TNF-α/β, FasL, G-CSF und GM-CSF verwendet. Die Versuchsdurchf¨ uhrung
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erfolgte exakt nach Herstellerangaben. Die Messung erfolgte am BD FACSArray➋ mit der
BD FACSArray➋ System-Software und die Auswertung mit Hilfe der BD FCAP Array➋
Software [142, 149].
3.3.6. Langzeit-Mikroskopie
Mittels Langzeit-Mikroskopie (oder Time laps-, Zeitraﬀer-Video-, Intervall-Mikroskopie)
k¨ onnen morphologisch dynamische Zellprozesse wie Migration, Proliferation und Zytoto-
xizit¨ at im Zeitverlauf an Lebendzellen untersucht werden. In diesem Versuch wurde der
Einﬂuss von Mycophenols¨ aure auf die NK-Zell-Morphologie und -Mobilit¨ at zu Tumor-
zellen in einer Klimakammer (37➦C, 5% CO2, 90% Luftfeuchte) eines Phasenkontrast-
Mikroskops (Olympus IX71) beobachtet. Dazu wurden als Tumor-Sph¨ aroide wachsende
prim¨ are humane Neuroblastomzellen im Chamber SlideTM System kultiviert. Es folgte ei-
ne etwa 6-st¨ undige Kokultivierung der Tumor-Sph¨ aroide mit zehn Tage IL-2 stimulierten
NK-Zellen (1×106 in 1 ml) oder mit f¨ ur 24 h mit Mycophenols¨ aure (10 µM) vorbe-
handelten stimulierten NK-Zellen. Die Dokumentation erfolgte durch eine automatisierte
Ausl¨ osung eines Bildes alle 30 Sekunden durch die mit dem Mikroskop kombinierte Di-
gitalkamera (UC30, 0,1–0,5 sec/Bild Belichtungsdauer). Durch Aneinanderreihung der
Einzelbilder zu einer Serie mittels cellSens Dimension Software konnte eine dynamische
Abfolge der Vorg¨ ange in der Zellkultur in Form eines Zeitraﬀer-Films erstellt werden. Die
Bereitstellung des Kontroll-Filmes (IL-2 stim. NK-Zellen vs. NB Tumor-Sph¨ aroide) und
die Unterst¨ utzung bei der Versuchsdurchf¨ uhrung erfolgte freundlicherweise durch Dr. S.
Kl¨ oß [150].
3.3.7. Statistik
F¨ ur die Bestimmung statistischer Signiﬁkanzen wurden mittels nicht-parametrischer Test-
verfahren gepaarte (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) bzw. ungepaarte Stichproben (Mann-
Whitney-U-Test) unabh¨ angig von der Annahme der Gauß´schen Normalverteilung vergli-
chen. Bei Normalverteilung der Daten wurde entsprechend der parametrische Student‘s
t-Test angewendet [151]. F¨ ur die Berechnung aller Signiﬁkanzen wurde die Software Gra-
phPad Prism (Version 5.03, GraphPad Software) verwendet. Unterschiede wurden als
signiﬁkant betrachtet und entsprechend gekennzeichnet wenn p<0,05 (*), p<0,01 (**)
und p<0,001 (***).
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4.1. Einﬂuss unstimulierter und IL-2 stimulierter
NK-DLIs auf das Immunsystem
Es wurde der Einﬂuss der Infusion von unstimulierten NK-Zellen (NK-DLIunstim) im Ver-
gleich zu ex vivo IL-2 stimulierten NK-Zell-Applikationen (NK-DLIIL-2 stim) im Rahmen
der klinischen Phase I/II NK-Zell-Studie nach haploidenter SZT betrachtet und miteinan-
der verglichen. Dabei wurden in einem engmaschigen in vivo Immunmonitoring sowohl die
zellul¨ aren Bestandteile des Immunsystems durchﬂusszytometrisch untersucht als auch die
Zytokin- und Chemokin-Level in der DLI und im peripheren Blut der Patienten bestimmt.
4.1.1. Vergleich der Patientengruppen mit NK-DLIIL-2 stim und
NK-DLIunstim
Um Unterschiede in den Eﬀekten unstimulierter und IL-2 stimulierter NK-Zell-Infusionen
entsprechend zu interpretieren, wurden die beiden Patientengruppen hinsichtlich verschie-
dener Einﬂussgr¨ oßen miteinander verglichen. Im Rahmen der klinischen Phase I/II Stu-
die wurden insgesamt 16 p¨ adiatrische Patienten mit haploidenten NK-DLIs an den Tagen
(+3), +40 und +100 nach SZT behandelt. Sieben der 16 Patienten erhielten NK-DLIunstim
(Gruppe I, Nr. 1 bis 7), weitere sieben NK-DLIIL-2 stim (Gruppe II, Nr. 10 bis 16) w¨ ahrend
zwei Patienten (Nr. 8 und 9) mit unstimulierten und stimulierten NK-Zellen behandelt
wurden. Alle Patientendaten sind in Tabelle 3.1 im Abschnitt ”Patienten, Material und
Methoden“ zusammengefasst.
Stammzelltransplantation (⊲ Tab. 4.1): Beide Patientengruppen wurden mit einer
vergleichbaren Stammzellmenge von 12,3 bzw. 10,0×106/kg KG CD34+ Zellen trans-
plantiert. Die Menge der mit dem Transplantat verabreichten T-Zellen war dabei in
Gruppe II im Vergleich zu Gruppe I um ein 6-faches h¨ oher (84,5 vs. 13,5×103/kgKG).
Diese Erh¨ ohung stand im direkten Zusammenhang mit der ¨ Anderung in der Methodik
der Stammzellaufreinigung von CD34-Selektionen zu CD3/CD19-Depletionen. In beiden
Gruppen, außer bei Patient Nr. 2 und Nr. 16, erfolgte die zellul¨ are Regeneration aus den
Spenderstammzellen (Engraftment) im Median nach sieben Tagen (range 1 bis 26) f¨ ur
Thrombozyten >50.000/µl und im Median nach 12 Tagen (range 6 bis 24) f¨ ur Leuko-
zyten >1.000/µl im peripheren Blut. Chim¨ arismus-Analysen aus dem peripherem Blut
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und Knochenmark der Patienten ergaben einen vollst¨ andigen Chim¨ arismus in 14 von 16
Patienten an Tag +40 und in 14 von 15 Patienten an Tag +100 nach SZT.
Tabelle 4.1: Stammzell-Applikationen. Angaben zu allen Stammzell-Applikationen der Patienten
mit NK-DLIunstim (Nr. 1–9, Gruppe I) und NK-DLIIL-2 stim (Nr. 8–16, Gruppe II).
Nr. SZT CD34+ CD3-CD56+ CD3+ Chim¨ arismus (PB+KM)
[106/KG] [106/KG] [103/KG] +40 ±10 d +100 ±10 d
1 CD34 12,7 0,1 7,1 CC CC
2 CD34 13,6 0,5 7,0 AR CC
3 CD34 29,6 <0,1➜ 13,5 CC CC
4 CD34 10,3 <0,1➜ 4,4 CC CC
5 CD3/19 7,7 12,2 162,1 CC CC
6 CD3/19 18,4 17,4 100,0 CC CC
7 CD3/19 7,0 14,2 <0,5➜ CC CC
8* CD3/19 10,0 7,2 96,8 CC CC
9* CD3/19 12,3 10,1 84,5 CC CC
Median 12,3 7,2 13,5 8/9 9/9
8* CD3/19 10,0 7,2 96,8 CC CC
9* CD3/19 12,3 10,1 84,5 CC CC
10 CD3/19 16,8 61,7 50,0 CC CC
11 CD3/19 13,8 13,8 29,4 CC CC
12 CD3/19 9,7 12,6 24,9 CC CC
13 CD3/19 8,0 5,8 92,6 CC CC
14 CD3/19 8,4 55,8 143,4 CC MC 1-5%
15 CD3/19 5,5 25,9 100,1 CC CC
16 CD3/19 12,7 17,9 44,4 n.s. ❸
Median 10,0 13,8 84,5 8/9 7/8
AR: Autologe Rekonstitution, PB: peripheres Blut, CC: complete chimerism (kompletter Donor Chim¨ arismus),
CD34: CD34-selektionierte Stammzellen, CD3/19: CD3/CD19-depletierte Stammzellen, d: Tage, KG: kg/K¨ orpergewicht,
KM: Knochenmark, MC: mixed chimerism (gemischter Donor Chim¨ arismus), n.s.: nicht speziﬁziert, SZT: Stammzell-
transplantation, ❸ verstorben, ➜ unterhalb der Nachweisgrenze, * diese Patienten haben unstimulierte und IL-2 stimulierte
NK-DLIs erhalten
NK-Zell-Applikation (⊲ Tab. 4.2): Patienten in Gruppe I erhielten insgesamt 14 unsti-
mulierte NK-Zell-Gaben von denen sechs direkt nach dem NK-Zell-Aufreinigungsprozess
dem Patienten an Tag +40 verabreicht wurden (“frisch“), w¨ ahrend acht nach vorheriger
Kryokonservierung am Tag +3 und Tag +100 appliziert wurden (“kryo“). Von insgesamt
15 ex vivo IL-2 stimulierten NK-Zell-Gaben in Gruppe II wurden acht an Tag +40 dem
Patienten direkt nach Ende des Expansionsprozesses frisch infundiert, w¨ ahrend sieben
f¨ ur die Applikation an Tag +100 kryokonserviert wurden. Die Patienten beider Gruppen
erhielten eine ¨ ahnliche Dosis von im Median 14,6 und 13,1×106/kgKG CD3-CD56+ NK-
Zellen. Die NK-Zell-Produkte der Gruppe I im Vergleich zu Gruppe II Patienten enthielten
im Median 4,3 und 34,6×103/kgKG CD3+ T-Zellen. Zwei Drittel der T-Zellen konnte
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der Gruppe der CD3+CD56+ NK-¨ ahnlichen T-Zellen zugeteilt werden. Funktionell zeigten
IL-2 stimulierte NK-Zellen im Vergleich zu unstimulierten NK-Zellen in vitro eine deut-
lich h¨ ohere Zytotoxizit¨ at gegen K-562 Tumorzellen (⊲ Abb. 4.1) und eine Neuroblastom-
Zelllinie, was zudem mit einer Erh¨ ohung der aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren und der
Sekretion verschiedener Zytokine und Chemokine assoziiert war [115].
Abbildung 4.1: Zytotoxizit¨ at unstimulierter und IL-2 stimulierter NK-Zellen. Die zytotoxische
Aktivit¨ at von NK-Zellen in der NK-DLI wurde durch ex vivo IL-2 Stimulation (9 d, 1000 U/ml IL-2) in
den untersuchten Eﬀektor-zu-Target Ratios 1:1 (p<0,001) und 10:1 (p<0,01) signiﬁkant erh¨ oht (n=12).
Die Zytotoxizit¨ at der NK-DLIunstim und NK-DLIIL-2 stim wurde direkt vor Applikation und/oder vor dem
Kryokonservierungs-Prozess bestimmt und als Verlust von vitalen Target-Zellen deﬁniert.
Alle Patienten tolerierten die NK-Zell-Behandlung ohne schwerwiegende Nebenwirkun-
gen, jedoch waren IL-2 stimulierte NK-Zell-Gaben von leichtem transienten Fieber und
Sch¨ uttelfrost begleitet. In zwei Patienten (Nr. 9 und 13) kamen zudem Erbrechen und
leichte Blutdruckschwankungen hinzu, sodass kurzzeitig Steroide verabreicht wurden. In
zwei Patienten der Gruppe I trat eine GvHD > Grad II auf, die in einem Fall auf eine
hohe CD3+ T-Zell-Menge im Transplantat (⊲ Tab. 4.1 Patient Nr. 5: 160,2×103/kgKG)
und im anderen Fall vermutlich auf die in der NK-DLI enthaltenen T-Zellen (⊲ Tab. 4.2
Patient Nr. 1: 53,4×103/kgKG) zur¨ uckzuf¨ uhren waren. Nach IL-2 stimulierten NK-Zell-
Infusionen in Gruppe II konnte trotz teilweise deutlich h¨ oheren T-Zell-Mengen nur partiell
eine milde GvHD ≤ Grad II beobachtet werden, die sich in leichten R¨ otungen der Haut
(unspeziﬁsches makul¨ ares Exanthem) ¨ außerte.
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Tabelle 4.2: NK-Zell-Applikationen. Angaben zu allen NK-Zell-Applikationen der Patienten mit
NK-DLIunstim (Nr. 1–9, Gruppe I) und NK-DLIIL-2 stim (Nr. 8–16, Gruppe II).
Nr. Tag DLI
post SZT
frisch (f)
kryo (k)
Vol. CD3-
CD56+
CD3+
CD56+
CD3+
CD56-
total
CD3+
KIR MM
GvL/T
KIR MM
HvG
[ml] [106/KG] [103/KG] [103/KG] [103/KG]
1 + 2 k 261 24,7 n.s. n.s. 53,4 2 1
2 + 3 k 499 13,5 n.s. n.s. 4,5 1 1
3 + 2 k 168 32,3 n.s. n.s. 1,8 1 1
+ 54 f 77 15,5 n.s. n.s. 8,2
4 + 2 k 154 6,6 n.s. n.s. 0,8 – 1
+ 49 f 143 12,7 n.s. n.s. 8,1
+103 k 75 3,2 n.s. n.s. 0,4
5 + 3 k 198 9,9 n.s. n.s. 0,6 1 –
+ 42 f 115 7,7 n.s. n.s. 4,1
6 + 2 k 152 6,9 n.s. n.s. 4,8 – 1
7 + 42 f 92 38,3 n.s. n.s. 2,3 – 1
+ 92 k 60 12,5 n.s. n.s. 0,8
8* + 50 f 129 8,7 15,8 <0,5➜ 15,8 1 –
9* + 47 f 210 30,0 37,6 10,4 48,0 2 –
Median total 14 148 13,1 n.s. n.s. 4,3 6/9 6/9
Median frisch 6 122 14,1 n.s. n.s. 8,2
Mean frisch 128 18,8 n.s. n.s. 14,4
8* + 70 k 183 20,6 81,0 17,3 98,3 1 –
+116 k 187 8,4 31,3 12,4 43,7
9* +101 f 1155 30,6 18,5 16,1 34,6 2 –
10 + 40 f 1000 45,1 50,0 7,5 57,5 1 1
+126 k 376 41,4 43,0 6,9 49,9
11 + 35 f 288 7,8 6,0 7,3 13,3 1 2
+109 k 306 13,5 9,6 13,0 22,6
12 + 39 f 800 19,1 39,5 8,1 47,6 1 1
+ 96 k 148 6,0 22,3 15,3 37,6
13 + 41 f 2296 15,0 29,3 2,4 31,7 1 –
14 + 54 f 319 6,6 8,8 0,3 9,1 – 1
+ 96 k 240 6,1 7,3 8,2 15,5
15 + 54 f 684 14,6 11,3 4,1 15,4 1 1
+ 98 k 210 7,3 5,7 2,0 7,7
16 + 11 f 55 14,9 20,9 31,6 52,5 1 1
Median total 15 306 14,6 18,5 8,1 34,6 8/9 6/9
Median frisch 8 742 15,0 14,9 7,4 33,2
Mean frisch 825 19,2 20,2 9,7 32,7
DLI: donor lymphocyte infusion (Spender-Lymphozyten-Infusion) f: frisch aufgereinigt, HvG: host-versus-graft,
GvL/T: graft-versus-leukemia/tumor eﬀect, k: kryokonserviert, KG: kg/K¨ orpergewicht, KIR: killer cell immunglobulin-like
Rezeptor, Mean: Mittelwert, MM: mismatch, n.s.: nicht speziﬁziert, SZT: Stammzelltransplantation, Vol.: Volumen der
DLI, ➜ unter dem Detektionslimit, * diese Patienten haben unstimulierte und IL-2 stimulierte NK-DLIs erhalten
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Immunrekonstitution der NK- und T-Zellen nach SZT: Die Regeneration von Im-
munzellen im peripheren Blut der Patienten nach haploidenter SZT wurde in einem eng-
maschigen durchﬂusszytometrischen Immunmonitoring kontrolliert. Dies erfolgte inner-
halb der ersten drei Monate w¨ ochentlich, bis zum sechsten Monat nach SZT zweiw¨ ochent-
lich, was von monatlichen Analysen gefolgt war. Zum Zeitpunkt der NK-DLI an Tag +40
(Monat 2) und Tag +100 (Monat 4) zeigten beide Patientengruppen eine vergleichbare
Immunrekonstitution der CD3-CD56+ NK-Zellen und der CD3+ T-Zellen im peripheren
Blut (⊲ Abb. 4.2). Leicht geringere Zellzahlen der Gruppe II Patienten waren zu diesem
Zeitpunkt statistisch nicht signiﬁkant.
Abbildung 4.2: Immunrekonstitution der NK- und T-Zellen nach haploidenter SZT. In beiden
Patientengruppen (Gruppe I: NK-DLIunstim, weiß, n=7 und Gruppe II: NK-DLIIL-2 stim, grau, n=6) konn-
te innerhalb der ersten acht Monate nach SZT eine vergleichbare Immunrekonstitution der CD3-CD56+
NK-Zellen und der CD3+ T-Zellen im peripheren Blut beobachtet werden. Gezeigt sind Median und alle
Analysen des entsprechenden Monats innerhalb des ersten Jahres nach haploidenter SZT.
654. Ergebnisse
4.1.2. Monitoring von NK-Zellen im peripheren Blut
Im Rahmen des in vivo Begleitmonitorings wurde ¨ uber einen Zeitraum von 24 h der
Anteil an CD3-CD56+ NK-Zellen im peripheren Blut der Patienten bestimmt. Unmittel-
bar 10 min nach Ende der NK-DLIIL-2 stim Applikation wurde eine signiﬁkante Reduktion
der NK-Zellen in der peripheren Blutzirkulation der Patienten festgestellt (grau, n=7,
p<0,05) (⊲ Abb. 4.3 A). Im Gegensatz dazu verursachte die Infusion von unstimulierten
NK-Zellen keinen vergleichbar starken Eﬀekt und resultierte in einer nur leichten Reduk-
tion (weiß). Die Zellzahlen kehrten im Lauf des Monitorings innerhalb der n¨ achsten 24 h
wieder zu den Ursprungswerten vor der NK-DLI zur¨ uck.
Abbildung 4.3: Monitoring der NK-Zellen nach frischer NK-DLI. A) 10 min nach frischer NK-
DLIIL-2 stim Applikation (grau, n=7) wurde eine signiﬁkante Reduktion der CD3-CD56+ NK-Zellen/µl
im PB der Patienten beobachtet (p<0,05). NK-DLIunstim Infusionen (weiß, n=6) zeigten hingegen eine
nur leichte, statistisch nicht signiﬁkante Zellzahlreduktion. Die Zellzahlen normalisierten sich innerhalb
von 24 h wieder zu den Werten vor der NK-DLI. B) Signiﬁkante prozentuale Verschiebung in den NK-
Zell-Subpopulationen durch eine Reduktion der CD56brightCD16dim/- Population unmittelbar nach NK-
DLIIL-2 stim (grau, n=7, Density plots Kasten). NK-DLIunstim zeigten keinen Eﬀekt (weiß, n=6).
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Zudem hatte die Applikation von NK-DLIIL-2 stim eine prozentuale Verschiebung in der
Verteilung der NK-Zell-Subpopulationen zur Folge. Unmittelbar nach der Infusion der IL-2
stimulierten NK-Zellen verschwand die immunregulatorische CD56brightCD16dim/- Subpo-
pulation fast vollst¨ andig aus dem peripheren Blut der Patienten (⊲ Abb. 4.3 B, grau). Bei
der Analyse der Absolutzellzahlen war 10 min nach frischer NK-DLIIL-2 stim Applikation
eine 20-fache Reduktion der kleineren CD56brightCD16dim/- und eine 4-fache Reduktion der
großen CD56dimCD16+ Hauptpopulation im Vergleich zu vorher zu verzeichnen. Trotz Ab-
nahme beider Populationen war die Ursache der prozentualen Verschiebung innerhalb der
Subpopulationen auf eine st¨ arkere Reduktion der CD56brightCD16dim/- NK-Zellen zur¨ uck-
zuf¨ uhren. Unstimulierte NK-Zell-Infusionen zeigten hingegen keinen vergleichbaren Eﬀekt.
Um eventuelle Kryokonservierungs-bedingte Einﬂ¨ usse auf die Verteilung der NK-Zellen
im peripheren Blut auszuschließen, wurden in Abbildung 4.3 nur Eﬀekte frischer NK-
Zell-Applikationen dargestellt. Nach Inklusion der kryokonservierten Produkte zeigten
sich ¨ ahnliche, jedoch zum Teil leicht abgeschw¨ achte Eﬀekte. So war die Reduktion der
NK-Zellzahl im peripheren Blut im Vergleich zu dem schnellen Eﬀekt nach frischer NK-
DLIIL-2 stim (n=7) nach Inklusion aller kryokonservierten Produkte (gesamt n=13) weiter-
hin statistisch signiﬁkant, jedoch zeitlich verz¨ ogert (⊲ Abb. 4.4 A). Auch die prozentuale
Verschiebung der CD56brightCD16dim/- und der CD56dimCD16+ NK-Zell-Subpopulationen
wurde im gleichen Ausmaß wie nach frischer NK-DLIIL-2 stim beobachtet (⊲ Abb. 4.4 B).
Abbildung 4.4: Monitoring der NK-Zellen nach frischer und kryokonservierter NK-
DLIIL-2 stim. A) Auch nach Inklusion aller kryokonservierten NK-DLIIL-2 stim Applikationen (gesamt
n=13) wurde eine signiﬁkante Reduktion der CD3-CD56+ NK-Zellen/µl im PB der Patienten beobach-
tet. Diese war jedoch im Vergleich zu frischen NK-DLIIL-2 stim Applikationen (⊲ Abb. 4.3 grau) zeit-
lich leicht verz¨ ogert (1 h nach NK-DLIIL-2 stim p<0,05; 4 h nach NK-DLIIL-2 stim p<0,001). B) Iden-
tische signiﬁkante prozentuale Verschiebung in den NK-Zell-Subpopulationen durch eine Reduktion der
CD56brightCD16dim/- Population nach Inklusion von kryokonservierten NK-DLIIL-2 stim (gesamt n=12,
p<0,001) im Vergleich zu in Abbildung 4.3 gezeigten frischen Applikationen.
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Die nach der NK-DLIIL-2 stim Applikation beobachtete 5,5-fache Abnahme der NK-Zellen
im peripheren Blutkreislauf war zudem nicht auf einen m¨ oglichen Verd¨ unnungseﬀekt
durch eine artiﬁzielle Infusions-bedingte Erh¨ ohung des peripheren Blutvolumens zur¨ uck-
zuf¨ uhren, da das Volumen der NK-Zell-Infusionen im Mittel maximal 20% des Blutvolu-
mens des Patienten betrug (⊲ Abb. 4.5). Das Blutvolumen wurde nach Literaturangaben
mit 80 ml/kgKG bestimmt [32, 152]. Um zu ermitteln ob das ”Nicht-Wiederﬁnden“ der
infundierten NK-Zellen mit einer verschwindend geringen Menge infundierter Zellen im
Vergleich zu einer um ein Vielfaches h¨ oheren Menge an peripheren patienteneigenen NK-
Zellen assoziiert ist, wurde die absolute NK-Zell-Konzentration der Patienten am Tag der
NK-DLI mit Hilfe des entsprechenden Blutvolumens des Patienten berechnet. Betrachtet
man in der rechten Graﬁk der Abbildung 4.5 die im Mittel verabreichte NK-Zell-Dosis in
der DLI im Vergleich zur am selben Tag pr¨ asenten NK-Zell-Menge im peripheren Blut, so
wird die hohe NK-Zell-Dosis verdeutlicht. Demnach h¨ atten die infundierten NK-Zellen im
peripheren Blut sichtbar sein m¨ ussen, was die Vermutung einer tats¨ achlichen Abnahme
der NK-Zellen unterst¨ utzt.
Abbildung 4.5: NK-Zell-Reduktion im Vergleich zu Volumen und Dosis der NK-DLI. Mit-
telwert ±SEM aller frisch applizierten NK-DLIIL-2 stim (grau, n=7) und NK-DLIunstim (weiß, n=6) an
Tag +40 nach SZT. Gestreifte Balken illustrieren das gemittelte PB-Volumen und die NK-Zell-Menge/kg
KG der Patienten zum Zeitpunkt der DLI. Links: Eine 5,5-fache Abnahme der NK-Zellen nach NK-
DLIIL-2 stim im Vergleich zu einer 1,2-fachen Abnahme nach NK-DLIunstim (p<0,05). Mitte: Verh¨ altnis
von infundiertem DLI-Volumen im Vergleich zu dem PB-Volumen der Patienten am Tag der Gabe (NK-
DLIIL-2 stim: 825 ml ±249 DLI zu 3060 ml ±789 PB Vol.; NK-DLIunstim: 128 ml ±19 zu 3093 ml ±749 PB
Vol.). Rechts: Verabreichte NK-Zell-Dosis ×106/kgKG in der DLI im Vergleich zu den am Zeitpunkt
der Gabe an Tag +40 peripheren NK-Zellen des Patienten (NK-DLIIL-2 stim: 19,2 ±4,5 zu 26,0 ±8,5;
NK-DLIunstim: 18,8 ±5,1 zu 31,9 ±4,0).
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Wie auch von Huenecke et al. im Rahmen dieser NK-Zell-Studie beschrieben, kommt es
durch die IL-2 Stimulation zu einer Ver¨ anderung der Expression einiger Oberﬂ¨ achenan-
tigene auf NK-Zellen. W¨ ahrend das Oberﬂ¨ achenmolek¨ ul CD56, der fr¨ uhe Aktivierungs-
marker CD69 und die Nat¨ urlichen Zytotoxizit¨ ats-Rezeptoren (wie z.B. NKp44) durch
die Stimulation st¨ arker an der Zelloberﬂ¨ ache exprimiert werden, zeigt das Lymphkno-
ten Homing Molek¨ ul CD62L einen Verlust der Expression. So zeigten NK-Zellen nach
9-t¨ agiger ex vivo IL-2 Stimulation einen CD3-CD56brightCD16+/-CD69+NCRhighCD62L-
Ph¨ anotyp auf (⊲ Abb. 4.6 A). Mittels dieser charakteristischen Antigenexpression konnte
zwischen stimulierten NK-Zellen aus der NK-DLIIL-2 stim und patienteneigenen NK-Zellen
im peripheren Blut mit dem Ph¨ anotyp CD3-CD56dim/brightCD16+/-CD69-NCRlowCD62L+
unterschieden werden. Interessanterweise konnte der IL-2 stimulierte NK-Zell-Ph¨ anotyp
zu keinem Zeitpunkt des in vivo Monitorings nach NK-Zell-Infusion nachgewiesen werden
– weder unmittelbar nach Ende der Infusion noch nach 24 h (⊲ Abb. 4.6 B, rote Kreise).
Dies deutet auf ein rasches Verlassen der infundierten Zellen aus der peripheren Blutbahn
hin, ohne dass diese Zellen in die Zirkulation zur¨ uckkehren. Zudem zeigt diese Abbildung,
dass die Reduktion an CD56+ NK-Zellen nicht durch einen Verlust der CD56 Expression
bedingt war, da keine Zunahme einer CD56- Population beobachtet wurde (⊲ Abb. 4.6 B,
erste Reihe, Gate auf CD3-CD19- Lymphozyten um T- und B-Zellen auszuschließen).
Begleitend wurde 10 min nach der NK-DLIIL-2 stim Applikation eine deutliche Reduktion
der CD62L+, also der patienteneigenen rekonstituierten NK-Zellen, im peripheren Blut
der Patienten beobachtet (⊲ Abb. 4.6 C, blaue K¨ asten), die jedoch nach 24 h wieder zu
den Ursprungswerten zur¨ uckkehrten. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die
Reduktion der NK-Zellzahl in der Blutzirkulation sowohl auf stimulierte NK-Zellen aus
der DLI als auch auf Patienten-NK-Zellen aus dem peripheren Blut zur¨ uckzuf¨ uhren war.
Die Normalisierung der Zellzahlen nach 24 h war jedoch nur auf eine ”R¨ uckkehr“ der
patienteneigenen NK-Zellen beschr¨ ankt.
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Abbildung 4.6: Unterschiedliche NK-Zell-Ph¨ anotypen im peripheren Blut und der NK-
DLI. A) NK-Zellen in der NK-DLIIL-2 stim zeigten nach 9-t¨ agiger ex vivo IL-2 Stimulation einen
CD3-CD56brightCD16+/-CD69+NCRhighCD62L- Ph¨ anotyp. B) Dieser Ph¨ anotyp konnte nach NK-
DLIIL-2 stim Applikation zu keinem Zeitpunkt im PB der Patienten detektiert werden (Kreise). Patien-
teneigene NK-Zellen im PB zeigten hingegen einen CD3-CD56dim/brightCD16+/-CD69-NCRlowCD62L+
Ph¨ anotyp. Anhand der divergenten CD62L Expression konnte auch eine Reduktion der patienteneigenen
NK-Zell-Population unmittelbar nach NK-DLIIL-2 stim gezeigt werden (K¨ asten). Die R¨ uckkehr der Zellen
nach 24 h war jedoch nur auf patienteneigene, nicht auf stimulierten NK-Zellen aus der DLI, beschr¨ ankt.
C) 10 min nach NK-DLIIL-2 stim kam es zu einer signiﬁkanten Reduktion der CD62L+ NK-Zellen/µl
aus dem PB des Patienten, die erst nach 24 h wieder die Ursprungswerte erreichten (grau, frische und
kryokonservierte Applikationen n=8, p<0,05).
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4.1.3. Monitoring Antigen-pr¨ asentierender Zellen, Granulozyten, B-
und T-Zellen
Die Applikation von NK-DLIIL-2 stim verursachte in allen Patienten eine rasche und dras-
tische Reduktion der Monozyten in der peripheren Blutzirkulation (⊲ Abb. 4.7). Das fast
vollst¨ andige Verschwinden 10 min nach Ende der NK-Zell-Infusion war mit einer 15-fachen
Reduktion der Monozyten von im Median 390/µl auf 15/µl assoziiert (n=13, p<0,001).
Die Monozytenzahl kehrte innerhalb der n¨ achsten 24 h wieder zu den urspr¨ unglichen Wer-
ten zur¨ uck. Diese transiente Monozytopenie war nach Applikation von NK-DLIunstim nicht
zu beobachten.
¨ Ahnliches wurde bei dem Monitoring der myeloiden (mDC) und plasmazytoiden den-
dritischen Zellen (pDC) beobachtet. Nach signiﬁkanter Zellzahlreduktion 10 min nach
NK-DLIIL-2 stim Applikation (n=13, p<0,01) normalisierten sich die Werte im Lauf der
n¨ achsten 24 h bis hin zu einer Woche (⊲ Abb. 4.8). Dieser Eﬀekt konnte nach unstimulier-
ten NK-Zell-Infusionen nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Trotz der geringen
physiologischen Anzahl von DCs im PB (<12/µl) erm¨ oglichte die Messung mit der single
platform Analyse bei einer Nachweisgrenze von ca. 1 Zelle/µl eine genaue Bestimmung
der Absolutzellzahlen.
Abbildung 4.7: Monitoring der Monozyten nach NK-DLI. Nach Infusion von NK-DLIIL-2 stim
wurde eine signiﬁkante Reduktion der CD14+ Monozyten im PB der Patienten beobachtet (grau, n=13,
p<0,001; Density plots Kreis). Unstimulierte NK-Zell-Infusionen zeigten hingegen keinen signiﬁkanten
Einﬂuss auf die Monozytenverteilung im PB (weiß, n=8). Gezeigt sind alle frischen und kryokonservierten
NK-DLI Applikationen.
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Abbildung 4.8: Monitoring der dendritischen Zellen nach NK-DLI. Nach Infusion von NK-
DLIIL-2 stim konnte trotz sehr geringer physiologischer Zellzahlen eine signiﬁkante Reduktion der mye-
loiden (mDC, CD45+CD14-CD16-HLA-DR+CD85k+CD33+) und plasmazytoiden dendritischen Zellen
(pDC, CD45+CD14-CD16-HLA-DR+CD85k+CD123+) im PB der Patienten beobachtet werden (grau,
n=13, p<0,01). Gezeigt sind alle frischen und kryokonservierten NK-DLI Applikationen.
Untersuchungen der eosinophilen und neutrophilen Granulozyten zeigten gegens¨ atzliche
Eﬀekte. W¨ ahrend eine signiﬁkante Verminderung der eosinophilen Granulozyten (Eosino-
penie) 10 min nach NK-DLIIL-2 stim beobachtet wurde (n=13, p<0,001), kam es zu einem
massiven Anstieg der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut (n=13, p<0,001) (⊲
Abb. 4.9). Die transiente Neutrophilie kam 4 h nach Infusionsende mit einem im Schnitt
4-fachen Anstieg zu ihrem H¨ ohepunkt und normalisierte sich im Lauf der n¨ achsten 24 h
bis zu einer Woche. Unstimulierte NK-Zell-Infusionen bewirkten hingegen keine ¨ Anderung
der Granulozytenverteilung im peripheren Blutkreislauf (Daten nicht gezeigt).
Abbildung 4.9: Monitoring der Granulozyten nach NK-DLI. Die Applikation von NK-DLIIL-2 stim
verursachte eine rasche, signiﬁkante Reduktion der eosinophilen Granulozyten (SSChighCD45brightCD16-)
in der PB Zirkulation der Patienten (grau, n=13, p<0,001). Gegens¨ atzlich kam es zu einem massiven
Anstieg der neutrophilen Granulozyten Population (SSChighCD45lowCD16+) innerhalb von 4 h nach NK-
Zell-Infusion (grau, n=13, p<0,001). Beide Populationen kehrten innerhalb von 24 h bis einer Woche zu
den Ursprungszellzahlen zur¨ uck. Gezeigt sind alle frischen und kryokonservierten NK-DLI Applikationen.
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NK-Zellen sind die erste regenerierende Lymphozytenpopulation nach allogener SZT. Im
Vergleich zu der schnellen NK-Zell-Immunrekonstitution innerhalb von zwei bis drei Wo-
chen nach SZT verl¨ auft die Regeneration von T- und B-Zellen deutlich langsamer [153].
Daher waren zu dem fr¨ uhen Zeitpunkt an Tag +40 nach SZT nur relativ geringe Mengen
dieser Lymphozyten im peripheren Blut nachweisbar (Median 50/µl CD3+ T-Zellen, 58/µl
CD19+ B-Zellen). Die NK-DLIIL-2 stim Applikation verursachte innerhalb von vier Stunden
eine leichte, statistisch nicht signiﬁkante Reduktion der T-Zellen, w¨ ahrend die B-Zellzahl
unbeeinﬂusst bleib. NK-DLIunstim zeigten keinerlei Einﬂuss (Daten nicht gezeigt).
4.1.4. Monitoring der Zytokin- und Chemokin-Konzentration
Im Rahmen der studienbegleitenden Untersuchungen wurden die Zytokin- und Chemokin-
Konzentrationen sowohl in den ex vivo IL-2 stimulierten NK-Zell-Produkten als auch in
vivo vor und 10 min, 1 h, 4 h und 24 h nach NK-DLI im peripheren Blutplasma der
Patienten bestimmt. Die ex vivo IL-2 Stimulation der Spender-NK-Zellen war von der
Sekretion hoher Mengen der auf Leukozyten aktivierend und chemotaktisch wirkenden
Chemokine IL-8, MCP-1, MIP-1β, IP-10 und RANTES begleitet (⊲ Abb. 4.10 A). Zudem
wurde das immunregulatorisch vielf¨ altig wirkende Zytokin IFN-γ in hohem Maße sekre-
tiert. Im Gegensatz dazu lag die Konzentration des proinﬂammatorischen Zytokins IL-6,
welches einer der wichtigsten Mediatoren von Fieber und der ”Akuten-Phase Antwort“
darstellt, im Mittel unterhalb von 10 pg/ml. Die hohe IL-2 Konzentration war durch die
Zytokinzufuhr alle drei Tage w¨ ahrend der ex vivo Expansion bedingt.
Um einen Zellverlust zu vermeiden, wurden die expandierten NK-Zell-Produkte entspre-
chend des Studienprotokolls vor Applikation nicht gewaschen. Somit wurden die gesamten
im Lauf der Expansion produzierten Zytokine und Chemokine dem Patienten mit der DLI
verabreicht. Unmittelbar nach NK-DLIIL-2 stim kam es zu einem signiﬁkanten Anstieg von
IL-6, MIP-1β, IFN-γ, IL-8, MCP-1 und IL-2 im peripheren Blutplasma der Patienten (⊲
Abb. 4.10 B links). Dieser Anstieg war bis zu 4 h nach Infusion nachweisbar und kehr-
te erst im Lauf von 24 h zum Ursprungslevel zur¨ uck. Obgleich Plasmaproben von nur
zwei Patienten verf¨ ugbar waren hatte die NK-DLIunstim Applikation im Gegensatz dazu
keinerlei Einﬂuss auf die in vivo Zytokin- und Chemokin-Konzentration (⊲ Abb. 4.10 B
rechts). Die Chemokine IP-10 und RANTES zeigten bereits hohe endogene Basallevel, die
durch die NK-DLIIL-2 stim nicht beeinﬂusst wurden. TNF-α, TNF-β, GM-CSF, MIP-1α,
FasL und IL-13 wurden w¨ ahrend der ex vivo NK-Zell-Expansion sekretiert, konnten aber
entweder in vivo nicht detektiert werden oder die Infusion f¨ uhrte zu keiner Ver¨ anderung
der Plasmakonzentration. IL-1β, IL-4, IL-7, IL-10, IL-12/IL-23p40 und G-CSF wurden
hingegen weder in der NK-DLI noch im Plasma der Patienten detektiert.
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Abbildung 4.10: Monitoring der ex vivo und in vivo Zytokin- und Chemokin-Konzentration
vor und nach NK-DLI. A) Konzentration der w¨ ahrend der 9- bis 14-t¨ agigen ex vivo IL-2 Stimulation
von NK-Zellen sekretierten Zytokine und Chemokine in der NK-DLIIL-2 stim (n=12). B) In vivo Konzen-
tration vor und 10 min, 1 h, 4 h, 24 h nach IL-2 stimulierter (links, n=12, frische und kryokonservierte
NK-DLI Applikationen) und unstimulierter (rechts, n=2) NK-DLI Applikation.
744.1. Einﬂuss unstimulierter und IL-2 stimulierter NK-DLIs auf das Immunsystem
Die Berechnung der w¨ ahrend der ex vivo IL-2 Stimulation von NK-Zellen sekretierten Zy-
tokine/Chemokine erlaubte auf Grund von Faktoren wie Zytokin-Stabilit¨ at, -Ausscheidung
und Verd¨ unnungseﬀekten keinen direkten Vergleich zu den gemessenen in vivo Spiegeln
nach NK-DLIIL-2 stim. Dennoch war auﬀ¨ allig, dass hohe Mengen von IFN-γ, IL-8, MCP-1,
IL-2 und besonders MIP-1β 10 min nach Infusion um ein Vielfaches reduziert (bis zu
175-fach) im Plasma detektiert wurden (⊲ Abb. 4.10). Im Gegensatz dazu folgte auf die
Infusion einer geringer Menge IL-6 aus der NK-DLIIL-2 stim ein 10- bis 100-facher Anstieg
im peripheren Blut der Patienten, was auf eine sekund¨ are Produktion durch den Patienten
hindeutet.
4.1.5. Fallbeispiel einer NK-DLIIL-2 stim nach Zytokin-Entfernung
Einer der in dieser klinischen NK-Zell-Studie behandelten Patienten erhielt eine kryo-
konservierte IL-2 stimulierte NK-DLI, die vor der Applikation gewaschen wurde (NK-
DLIIL-2 stim+wash, Patient Nr. 14). Die Indikation zum Waschen wurde gestellt, da der Pa-
tient vormals schwere Reaktionen auf das Kryokonservierungsagens DMSO zeigte. Nach
dem Waschvorgang wurde das NK-Zell-Pr¨ aparat erneut mit 1000 U/ml IL-2 versetzt. Da
durch den Waschvorgang das gesamte ex vivo produzierte Zytokin/Chemokin-Milieu ent-
fernt wurde, erm¨ oglichte dies eine unabh¨ angige Betrachtung der Eﬀekte von IL-2 alleine
im Vergleich zu dem gesamten Zytokin/Chemokin-Gemisch (⊲ Tab. 4.3).
Tabelle 4.3: ¨ Ubersicht der Eﬀekte von NK-DLIIL-2 stim, NK-DLIunstim und NK-
DLIIL-2 stim + wash auf die Zusammensetzung des peripheren Blutes der Patienten.
PB der Patienten NK-DLIIL-2 stim NK-DLIunstim NK-DLIIL-2 stim+wash
(+IL-2/+Zytokine) (−IL-2/−Zytokine) (+IL-2/−Zytokine)
NK-Zellen [/µl] ↓ ց ց
CD56bright [%+/µl] ↓ → ց
Monozyten [/µl] ↓ → →
Granulozyten [/µl] ↑ → →
Neutrophile [/µl] ↑ → →
Eosinophile [/µl] ↓ → →
Zytokine/Chemokine [pg/ml] ↑ → →
↑: Anstieg, ↓: Reduktion, ց: leichte Reduktion, →: keine Ver¨ anderung, PB: peripheres Blut, stim.: IL-2 stimuliert, unstim.:
unstimuliert, wash: gewaschene IL-2 stimulierte NK-DLI
Die Infusion der NK-DLIIL-2 stim+wash verursachte eine leichte Reduktion der NK-Zellen im
peripheren Blut der Patienten. Des Weiteren wurde sowohl eine Reduktion der Zellzahl als
auch eine prozentuale Verschiebung der CD56brightCD16dim/- Subpopulation beobachtet.
Zellzahlen anderen Leukozytenpopulationen (Monozyten, Granulozyten) wurden nicht be-
einﬂusst. Zudem f¨ uhrte die Infusion neben einem zu erwartenden IL-2 Anstieg zu keiner
Ver¨ anderung der Zytokin/Chemokin-Konzentration im peripheren Blut des Patienten.
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4.2. Einﬂuss des Immunsuppressivums MMF auf die
NK-Zell-Funktionalit¨ at
Nach haploidenter Stammzelltransplantation mit CD3/CD19-depletierten Stammzelltrans-
plantaten ist eine immunsuppressive Therapie zur Vermeidung von schweren Abstoßungs-
reaktionen wie dem Auftreten einer GvHD dringend erforderlich. Dabei ist jedoch unklar,
ob diese Immunsuppression die Funktionalit¨ at und Eﬀektivit¨ at der hochaktivierten NK-
Zellen im Rahmen der klinischen Phase I/II NK-Zell-Studie beeintr¨ achtigt. Daher wurde
in vorliegender Arbeit der Einﬂuss des prim¨ ar verabreichten immunsuppressiven Medi-
kaments Mycophenolat-Mofetil (MMF), bzw. des aktiven Metaboliten Mycophenols¨ aure
(Mycophenolic acid, MPA), auf die Funktionalit¨ at von NK-Zellen untersucht. Im Spe-
ziellen wurden dabei Eﬀekte auf die Proliferation, die Zytotoxizit¨ at, die Zytokin- und
Chemokin-Sekretion, die Adh¨ asion und Mobilit¨ at sowie auf die Aktivierung intrazellul¨ arer
Signalmolek¨ ule betrachtet.
4.2.1. Proliferation
MPA hat in vitro in den Konzentrationen von 1 bis 10 µM einen anti-proliferativen Eﬀekt
auf humane PBMNZ gezeigt [58]. Um eine auf die Proliferation von NK-Zellen eﬀek-
tiv wirkende MPA-Konzentration zu ermitteln, wurden NK-Zellen w¨ ahrend der ex vivo
IL-2 Stimulation zus¨ atzlich mit vier verschiedenen Konzentrationen MPA im Bereich von
100 nM bis 100 µM behandelt. Dabei konnte eine dosisabh¨ angige Hemmung der NK-Zell-
Proliferation beobachtet werden (⊲ Abb. 4.11 A). Die Behandlung mit der niedrigsten
Dosis von 100 nM zeigte keine reduzierte Proliferation im Vergleich zu den unbehan-
delten IL-2 stimulierten NK-Zellen (Positiv-Kontrolle, schwarz). Als Negativ-Kontrolle
dienten unstimulierte NK-Zellen am Tag 0 (grau). W¨ ahrend die Inkubation mit 1 µM
in einer partiellen Hemmung resultierte, verursachten 10 µM und 100 µM MPA hinge-
gen eine vollst¨ andige Inhibierung der IL-2 induzierten NK-Zell-Proliferation (rot). Da die
MPA-Konzentration von 10 µM die niedrigste Dosis mit der eﬀektivsten Proliferations-
Hemmung darstellte, wurde diese f¨ ur folgende in vitro Untersuchungen verwendet. Dies
entsprach zudem therapeutisch relevanten in vivo MPA-Plasmakonzentrationen im Pati-
enten [53, 54, 154].
Wie im Rahmen dieser NK-Zell-Studie gezeigt wurde, kommt es w¨ ahrend der ex vivo Kul-
tivierung von NK-Zellen innerhalb der ersten drei Tage zu einer anf¨ anglichen Reduktion
von vitalen Zellen. Dies ist im weiteren Expansionszeitraum von einer deutlichen Proli-
feration der NK-Zellen gefolgt [134]. W¨ ahrend einer 9-t¨ agigen IL-2 Stimulation konnte
im Mittel eine etwa 3-fache Expansion der NK-Zellen erzielt werden. Die zus¨ atzliche Be-
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handlung mit 10 µM MPA f¨ uhrte hingegen zu einer absoluten Reduktion an lebenden
NK-Zellen in der Kultur (⊲ Abb. 4.11 B). Zudem wurde die sowohl in dieser als auch in
einer vorhergehenden Arbeit dieser Arbeitsgruppe durch eine IL-2 Stimulation beschrie-
bene Erh¨ ohung der CD56 Expression auf NK-Zellen durch die Behandlung mit MPA
vollst¨ andig unterdr¨ uckt (⊲ Abb. 4.11 C) [115, 138].
Abbildung 4.11: Dosisabh¨ angige NK-Zell-Proliferation unter MPA-Behandlung. A) Dosis-
abh¨ angiger Einﬂuss von 100 nM bis 100 µM MPA auf die Proliferation von IL-2 stimulierten (1000 U/ml,
6 d) CFSE-gef¨ arbten NK-Zellen. 10 µM MPA war die niedrigste Dosis bei absoluter Proliferations-
Inhibierung. Die Abbildung ist repr¨ asentativ f¨ ur drei unabh¨ angige Versuche. B) W¨ ahrend einer 9-t¨ agi-
gen IL-2 Stimulation konnte eine etwa 3-fache NK-Zell-Expansion erzielt werden (schwarz, n=3). Die
Koinkubation mit 10 µM MPA verursachte eine Inhibition der Proliferation und f¨ uhrte zu einer Reduk-
tion an lebenden NK-Zellen (rot). Mittelwert ±SEM C) Frisch isolierte unstimulierte NK-Zellen (d 0)
k¨ onnen anhand ihrer CD56 und CD16 Oberﬂ¨ achenexpression in eine große CD56dimCD16+ und eine
kleine CD56brightCD16dim/- Subpopulation unterteilt werden (MFI CD56=7). Nach 6-t¨ agiger IL-2 Sti-
mulation dominierte ein CD56bright Ph¨ anotyp (MFI CD56=73). Diese IL-2 bedingte Hochregulation der
CD56 Expression wurde durch die Koinkubation von 10 µM MPA vollst¨ andig inhibiert (MFI CD56=10).
Die Abbildung ist repr¨ asentativ f¨ ur drei unabh¨ angige Versuche. Abk¨ urzungen: Iso: Eigen- bzw. Autoﬂuo-
reszenz, MFI: Mittlere Fluoreszenzintensit¨ at.
Um das Proliferationsverhalten von NK-Zellen in An- und Abwesenheit der therapeutisch
relevanten MPA-Konzentrationen von 10 µM n¨ aher zu charakterisieren, wurden hoch-
aufgereinigte NK-Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoﬀ CFSE markiert und ¨ uber einen
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Zeitraum von neun Tagen mit IL-2 stimuliert und expandiert. Dabei konnten mit Hilfe
der FlowJo-Software die im Verlauf der Expansion vollzogenen Zellteilungen anhand der
erreichten Zellgenerationen exakt ermittelt werden (⊲ Abb. 4.12).
NK-Zellen proliferierten deutlich unter dem IL-2 Stimulus, was durch eine Abnahme der
CFSE-Intensit¨ at und einem daraus resultierendem ”Links-Shift“ gekennzeichnet war. Da-
bei wurden innerhalb von neun Tagen bis zu sieben Zellteilungen vollzogen – also die sieb-
te Tochtergeneration erreicht (schwarz). Die Proliferation von 10 µM MPA-behandelten
NK-Zellen wurde hingegen bereits innerhalb der ersten Zellteilungen massiv gehemmt
(rot). Die Hemmung der Proliferation war fast vollst¨ andig reversibel nachdem MPA am
dritten Tag der Inkubation durch einen Mediumwechsel (”Wash“, blau) entfernt wor-
den war. Trotz 3-t¨ agiger MPA-Behandlung proliferierten die NK-Zellen in den folgenden
sechs Tagen und erreichten vergleichbare Tochtergenerationen wie die unbehandelte IL-2
stimulierte Positiv-Kontrolle.
Abbildung 4.12: Proliferations-Hemmung und Reversibilit¨ at nach MPA-Behandlung.
W¨ ahrend unbehandelte IL-2 stimulierte NK-Zellen der Positiv-Kontrolle innerhalb von neun Tagen bis zu
sieben Tochtergenerationen erreichten (schwarz), wurde die Proliferation durch 10 µM MPA massiv in-
nerhalb der ersten Zellteilungen inhibiert (rot). Die Hemmung war jedoch nach der Entfernung von MPA
am dritten Inkubationstag fast vollst¨ andig reversibel (”Wash“, blau). Die Abbildung ist repr¨ asentativ f¨ ur
drei unabh¨ angige Versuche. Abk¨ urzungen: Gen.: Generation, Iso: Eigen- bzw. Autoﬂuoreszenz.
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Einﬂuss auf die T-Zell-Proliferation
Um Unterschiede in der MPA-induzierten Hemmung der Proliferation von NK-Zellen und
T-Zellen zu ermitteln, wurden beide Populationen in einer Kokultur f¨ ur neun Tage unter
IL-2 Stimulation kultiviert. Beide Zelltypen zeigten eine ¨ ahnliche Sensitivit¨ at gegen¨ uber
1 und 10 µM MPA (rot). Auch die Reversibilit¨ at nach Entfernung von MPA aus dem
Zellkulturmedium am dritten Tag der Expansion war vergleichbar (blau). Diese Abbildung
verdeutlicht zudem die nur partielle Inhibition der T- und NK-Zell-Proliferation durch die
geringere MPA-Dosis von 1 µM und die dadurch bedingte schnellere Zellerholung nach
Entfernung des Proliferations-Inhibitors (⊲ Abb. 4.13).
Abbildung 4.13: Vergleichbare Proliferations-Hemmung durch MPA und Reversibilit¨ at von
NK- und T-Zellen. Beide Lymphozyten-Populationen zeigten w¨ ahrend 9-t¨ agiger IL-2 Stimulation ei-
ne ¨ ahnliche Proliferation (schwarz), eine ¨ ahnliche MPA-bedingte Hemmung der Proliferation (rot) und
auch eine vergleichbare Reversibilit¨ at der Hemmung nachdem MPA nach 3-t¨ agiger Inkubation aus dem
Zellkulturmedium entfernt wurde (blau, wash). Die Abbildung ist repr¨ asentativ f¨ ur zwei unabh¨ angige
Versuche. Abk¨ urzungen: Iso: Eigen- bzw. Autoﬂuoreszenz.
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4.2.2. Zytotoxizit¨ at
Wie bereits in Abbildung 4.1 gezeigt, f¨ uhrte die ex vivo IL-2 Stimulation von NK-Zellen
zu einer signiﬁkanten Erh¨ ohung der Zytotoxizit¨ at gegen die humane Leuk¨ amie-Zelllinie
K-562. Im Rahmen der laufenden NK-Zell-Studie wurde zudem als Qualit¨ atskontrolle der
NK-Zell-Produkte die erh¨ ohte zytotoxische Aktivit¨ at von stimulierten NK-Zellen gegen ei-
ne Neuroblastom-Zelllinie demonstriert [115, 150]. Um zu ermitteln, ob die Funktionalit¨ at
der im Rahmen der klinischen NK-Zell-Studie applizierten hochzytotoxischen Spender-
NK-Zellen durch eine immunsuppressive Therapie mit MMF beeinﬂusst wird, wurden
IL-2 stimulierte Spender-NK-Zellen mit der klinisch relevanten Konzentration von 10 µM
MPA inkubiert (⊲ Abb. 4.14). Die zytotoxische Aktivit¨ at der zehn Tage IL-2 stimulierten
NK-Zellen wurde durch die 24-st¨ undige MPA-Inkubation, beginnend am Tag 9, in allen
getesteten Eﬀektor-zu-Target Ratios signiﬁkant reduziert (n=5, p<0,01). Die Reduktion
betrug jedoch trotz statistischer Signiﬁkanz im Mittel nur etwa 7% und resultierte daher
in einem nur m¨ aßigen Funktionsverlust der NK-Zellen.
Abbildung 4.14: Einﬂuss des Immunsuppressivums MPA auf die NK-Zell-Zytotoxizit¨ at.
Zehn Tage IL-2 stimulierte Spender-NK-Zellen zeigten in den untersuchten Eﬀektor-zu-Target Ratios
1:1, 5:1 und 10:1 eine hohe zytotoxische Aktivit¨ at (schwarz, n=5, Doppelansatz). Diese wurde nach 24-
st¨ undiger Inkubation ab Tag 9 mit 10 µM MPA signiﬁkant reduziert (rot, n=5, Doppelansatz, p<0,01).
Die Reduktion betrug im Mittel etwa 7%.
Im Rahmen der klinischen NK-Zell-Studie stand zudem Blutplasma vier verschiedener
Patienten (⊲ Tab. 3.2, Patienten Nr. 13, 14, 15, 17) zur Verf¨ ugung. Dies erm¨ oglichte die
Untersuchung der Einﬂusses der in vivo MMF-Therapie auf die zytotoxische Aktivit¨ at der
IL-2 stimulierten Spender-NK-Zellen. Dazu wurden Proben der f¨ ur die klinische Applika-
tion expandierten Spender-NK-Zellen am neunten Tag der Expansion f¨ ur 24 h mit Pati-
entenplasma inkubiert, welches am gleichen Tag unmittelbar vor der NK-Zell-Applikation
dem Patienten entnommen wurde. Die Konstitution des peripheren Blutplasmas f¨ ur den
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experimentellen ex vivo Ansatz entsprach somit der physiologischen in vivo Situation.
Die 24-st¨ undige Inkubation mit Patientenplasma resultierte in einer signiﬁkanten Zytoto-
xizit¨ ats-Reduktion der Spender-NK-Zellen gegen die leuk¨ amische Zelllinie K-562 in allen
untersuchten Eﬀektor-zu-Target Ratios (n=4, p<0,01) (⊲ Abb. 4.15). Diese Reduktion
der zytotoxischen Aktivit¨ at betrug im Mittel etwa 23% und war somit deutlich st¨ arker
als nach alleiniger MPA-Inkubation.
Abbildung 4.15: Einﬂuss von Patientenplasma auf die NK-Zell-Zytotoxizit¨ at. IL-2 stimulierte
Spender-NK-Zellen wurden beginnend ab Tag 9 f¨ ur 24 h mit Patientenplasma vom Tag der NK-DLI
inkubiert. Die hohe zytotoxische Aktivit¨ at zehn Tage IL-2 stimulierter Spender-NK-Zellen (schwarz, n=4,
Doppelansatz) wurde durch die Inkubation mit dem Patientenplasma in allen Eﬀektor-zu-Target Ratios
signiﬁkant reduziert (rot, n=4, Doppelansatz, p<0,01). Die Reduktion betrug im Mittel etwa 23%.
Zu beachten ist dabei, dass nur zwei der vier in diesem Versuch untersuchten Patienten
zum Zeitpunkt der Plasmaentnahme unter immunsuppressiver Therapie mit MMF waren.
Analysen durch das Zentrallabor des J.W. Goethe-Universit¨ atsklinikums ergaben einen
mittleren MPA-Plasmalevel von 1,19 µM im Vergleich zu 0,35 µM MPA im Blutplas-
ma der unbehandelten Patienten (⊲ Tab. 4.4). Innerhalb dieser kleinen Patientengruppen
konnten keine Unterschiede im Ausmaß der Zytotoxizit¨ ats-Hemmung in Abh¨ angigkeit zu
den gemessenen in vivo MPA-Plasmalevel beobachtet werden.
Tabelle 4.4: MPA-Konzentration im Patientenplasma.
Patient Nr. MMF-Therapie MPA-Plasmalevel [µM]
13 + 1,21
14 + 1,16
15 − 0,13
17 − 0,56
+ Patient hat zum Zeitpunkt der Plasmaentnahme MMF als Immunsuppressivum erhalten
− Patient hat zum Zeitpunkt der Plasmaentnahme keine immunsuppressive Therapie erhalten
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Im Verlauf der klinischen NK-Zell-Studie entwickelte Patient Nr. 13 w¨ ahrend der Infusion
einer NK-DLIIL-2 stim kurzzeitig Fieber und Sch¨ uttelfrost. Aufgrund dessen wurde in einer
einmaligen Dosis das Corticosteroid Prednisolon (1×2 mg/kgKG) verabreicht. So konn-
te zudem der Einﬂuss der in vivo Steroidapplikation auf die NK-Zell-Funktionalit¨ at der
stimulierten Spender-NK-Zellen in vitro untersucht werden. Die Inkubation der Spender-
NK-Zellen mit dem peripheren Blutplasma des Patienten nach der Steroidapplikation ver-
ursachte die bisher st¨ arkste Hemmung der NK-Zell-Funktionalit¨ at. Die hohe zytotoxische
Aktivit¨ at der IL-2 stimulierten Zellen wurde dabei in dem Eﬀektor-zu-Target Ratio 1:1
auf eine verbleibende NK-Zell-Zytotoxizit¨ at von nur noch 34% reduziert (n=1, p<0,01)
(⊲ Abb. 4.16).
Abbildung 4.16: Einﬂuss einer Steroidapplikation auf die NK-Zell-Zytotoxizit¨ at. Die in vitro
Inkubation von Spender-NK-Zellen mit Patientenplasma, welches unmittelbar nach Steroidapplikation
entnommen wurde, verursachte eine massive signiﬁkante Reduktion der zytotoxischen Aktivit¨ at. W¨ ahrend
zehn Tage IL-2 stimulierte NK-Zellen im Eﬀektor-zu-Target Ratio 1:1 eine hohe zytotoxische Aktivit¨ at
von 66% hatten (schwarz), wurde diese durch eine 24-st¨ undige Inkubation mit Patientenplasma auf
53% reduziert (rot, p<0,05). Eine 24-st¨ undige Inkubation mit dem unmittelbar nach Steroidapplikation
entnommenen Patientenplasma verursachte eine Reduktion auf nur noch 34% zytotoxische Aktivit¨ at
(gestreift rot, n=1, Doppelansatz, p<0,01).
4.2.3. NK-Zell-Morphologie und -Mobilit¨ at
Um die NK-Zell-Morphologie und die zytotoxische Aktivit¨ at von unbehandelten im Ver-
gleich zu MPA-behandelten NK-Zellen visuell zu bewerten, wurden mittels Langzeit-
Mikroskopie NK-Zellen in Kokultur mit prim¨ aren Neuroblastom Tumorzellen beobachtet.
Daf¨ ur wurden die aus einer Metastase eines 4-j¨ ahrigen Neuroblastom Stadium IV Patien-
ten isolierten [135] (⊲ Tab. 3.2, Patient Nr. 17), als sog. Sph¨ aroide wachsende Tumorzellen,
f¨ ur etwa 6 h mit den zehn Tage IL-2 stimulierten NK-Zellen des entsprechenden Spen-
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ders inkubiert. Um den Einﬂuss einer MPA-Behandlung zu evaluieren, wurden in einem
zweiten Ansatz NK-Zellen ab dem neunten Expansionstag f¨ ur 24 h mit 10 µM MPA vor-
behandelt. Die Fotoaufnahmen der jeweiligen Kokulturen im Abstand von je 30 Sekunden
wurden zu je einem Zeitraﬀerﬁlm zusammengef¨ ugt. Die Abbildung 4.17 zeigt repr¨ asenta-
tive Momentaufnahmen beider Filme.
IL-2 stimulierte NK-Zellen (links, Pfeilspitzen) zeigten einen polaren Ph¨ anotyp mit einer
hohen Aﬃnit¨ at und Mobilit¨ at in Richtung des großen Tumorsph¨ aroids (Pfeil). W¨ ahrend
der Koinkubation wurden massive Angriﬀe auf das Tumorsph¨ aroid beobachtet, was in
einer deutlichen Reduktion der Sph¨ aroidgr¨ oße resultierte. Gegen Ende der etwa 6-st¨ undi-
gen Koinkubation wurde ein abgerundeten Ph¨ anotyp und eine Abnahme der Mobilit¨ at
der NK-Zellen beobachtet. Dies korreliert mit einem erh¨ ohtem Absterben der NK-Zellen
am Ende der 4-st¨ undigen Inkubationsdauer des durchﬂusszytometrischen Zytotoxizit¨ ats-
Assays im 1:1 Eﬀektor-zu-Target Ratio. Die ab Tag 9 f¨ ur 24 h mit MPA-vorbehandelten
NK-Zellen zeigten hingegen von Beginn an einen abgerundeten und kaum mobilen Ph¨ ano-
typ (rechts, Pfeilspitzen). Vereinzelte Angriﬀe der Zellen f¨ uhrten dabei zu keiner deutli-
chen Beeintr¨ achtigung der Tumorzellmasse des großen Sph¨ aroids, jedoch aber zu einer
Reduktion der beiden kleinen Sph¨ aroide (Pfeile). Dies verdeutlicht trotz eingeschr¨ ank-
ter Mobilit¨ at eine verbleibende zytotoxische Aktivit¨ at der NK-Zellen. Beide Langzeit-
Mikroskopie Zeitraﬀerﬁlme sind als Audio-Video-Format auf einer beigef¨ ugten DVD im
Anhang G dieser Arbeit zu ﬁnden.
Abbildung 4.17: Morphologie und Mobilit¨ at von NK-Zellen ±MPA in Kokultur mit Neu-
roblastom Tumorsph¨ aroiden. Zehn Tage IL-2 stimulierte Spender-NK-Zellen wurden mit prim¨ aren
Neuroblastom Tumorsph¨ aroiden (Pfeile) ¨ uber einen Zeitraum von etwa 6 h koinkubiert. Stimulierte NK-
Zellen (Pfeilspitzen) hatten einen polaren Ph¨ anotyp mit einer hohen Aﬃnit¨ at und Mobilit¨ at in Rich-
tung der Tumorzellen (Pfeile) (schwarz, links). F¨ ur 24 h MPA-vorbehandelte NK-Zellen zeigten hinge-
gen einen abgerundeten und kaum mobilen Ph¨ anotyp mit geringer Aﬃnit¨ at gegen¨ uber den Tumorzellen
(rot, rechts). Diese Abbildung zeigt repr¨ asentative Momentaufnahmen der im Anhang G zu ﬁndenden
Langzeit-Mikroskopie Zeitraﬀerﬁlme. Bilder wurden bei 200-facher Vergr¨ oßerung aufgenommen.
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4.2.4. Expression verschiedener Rezeptoren auf NK-Zellen
Nat¨ urliche Zytotoxizit¨ ats-Rezeptoren und NKG2D
Im Rahmen dieser klinischen NK-Zell-Studie konnte bereits gezeigt werden, dass die ex
vivo IL-2 Stimulation von NK-Zellen eine signiﬁkante Hochregulierung der Nat¨ urlichen
Zytotoxizit¨ ats-Rezeptoren (NCRs) NKp30, NKp44, NKp46 und des NKG2D Rezeptors
bewirkt. Dies korrelierte direkt mit einer gesteigerten zytotoxischen Aktivit¨ at [115]. Da-
her wurde im Weiteren untersucht, ob die in Abschnitt 4.2.2 beschriebene Reduktion
der NK-Zell-Zytotoxizit¨ at nach Inkubation der IL-2 stimulierten Spender-NK-Zellen mit
MPA und Patientenplasma auf eine reduzierte Expression dieser aktivierenden zytotoxi-
schen Rezeptoren zur¨ uckzuf¨ uhren ist. Analysen der Rezeptordichte-Expression der NCRs
und des NKG2D Rezeptors auf zehn Tage IL-2 stimulierten Spender-NK-Zellen zeigten
jedoch, dass die Expression auf beiden NK-Zell-Subpopulationen durch eine 24-st¨ undige
Inkubation mit 10 µM MPA nicht reduziert wurde (rot, n=5) (⊲ Abb. 4.18).
Abbildung 4.18: Rezeptordichte der Nat¨ urlichen Zytotoxizit¨ ats-Rezeptoren und NKG2D.
Zehn Tage IL-2 stimulierte NK-Zellen zeigten eine hohe Rezeptordichte der NCRs (schwarz, n=5). Die
Inkubation von neun Tage IL-2 stimulierten Spender-NK-Zellen f¨ ur 24 h mit 10 µM MPA verursachte
keine Reduktion der Oberﬂ¨ achendichte der Nat¨ urlichen Zytotoxizit¨ ats-Rezeptoren (rote gef¨ ullte Balken,
n=5). Die 24-st¨ undige Inkubation mit Patientenplasma resultierte hingegen in einer partiellen Reduk-
tion der Rezeptordichte auf beiden NK-Zell-Subpopulationen mit statistischer Signiﬁkanz bez¨ uglich der
NKG2D Expression (rote ungef¨ ullte Balken, n=4, p<0,05). Mittelwert ±SEM. Abk¨ urzungen: ABC: an-
tibody binding capacity (Antik¨ orper-Bindungs-Kapazit¨ at).
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W¨ ahrend die NKp30 und NKG2D Rezeptordichte unver¨ andert blieb, konnte sogar eine
leichte, jedoch statistisch nicht signiﬁkante Erh¨ ohung der NKp44 und NKp46 Dichte ver-
zeichnet werden. Eine 24-st¨ undige Behandlung der neun Tage IL-2 stimulierten Spender-
NK-Zellen mit Patientenplasma vom Tag der NK-Zell-Gabe verursachte hingehen eine
partielle Reduktion der Rezeptordichte. Diese war hinsichtlich des NKG2D Rezeptors auf
beiden NK-Zell-Subpopulationen statistisch signiﬁkant (n=4, p<0,05).
Rezeptoren involviert in NK-Zell-Aktivierung, -Migration und -Zytotoxizit¨ at
Die Aktivierung zytotoxischer Eﬀektormechanismen wird durch ein Zusammenspiel von
verschiedenen Oberﬂ¨ achenmolek¨ ulen reguliert, von denen die NCRs und der NKG2D Re-
zeptor zwar eine wichtige, aber nicht exklusive Rolle spielen. Dazu z¨ ahlen neben diversen
Korezeptoren auch Zelladh¨ asionsmolek¨ ule, die sowohl einen Zell-Zell-Kontakt zwischen
Eﬀektor- und Zielzelle vermitteln als auch an der intrazellul¨ aren Weiterleitung aktivie-
render Signale beteiligt sind [79, 82]. Aufgrund dessen wurde untersucht, ob die durch
MPA verursachte reduzierte Zytotoxizit¨ at und die im Abschnitt 4.2.3 beschriebene massiv
eingeschr¨ ankte Mobilit¨ at in Richtung der Tumorsph¨ aroide im Zusammenhang mit einer
ver¨ anderten Expression diverser in NK-Zell-Aktivierung, -Migration und -Zytotoxizit¨ at
involvierter Oberﬂ¨ achenmolek¨ ule steht. Es sollte dabei zudem ein potentiell unterschiedli-
cher Eﬀekt des Immunsuppressivums auf unstimulierte im Vergleich zu IL-2 stimulierten
NK-Zellen untersucht werden. Dazu wurden:
(i) frisch isolierte, unstimulierte NK-Zellen vom Beginn der Kultivierung ¨ uber einen 9-
t¨ agigen Expansionszeitraum mit 10 µM MPA koinkubiert und
(ii) sechs Tage IL-2 stimulierte NK-Zellen f¨ ur weitere vier Tage bzw. neun Tage IL-2 sti-
mulierte NK-Zellen f¨ ur weitere 24 Stunden mit 10 µM MPA inkubiert.
Die 9-t¨ agige IL-2 Stimulation verursachte eine Hochregulierung diverser Oberﬂ¨ achenmo-
lek¨ ule im Vergleich zu unstimulierten NK-Zellen zu Beginn der Expansion (⊲ Abb. 4.19).
Dabei wurde CD25, die α-Untereinheit des hochaﬃnen IL-2αβγ-Rezeptors, deutlich durch
den IL-2 Stimulus in der Expression erh¨ oht. Nach dem H¨ ohepunkt an Tag 6 nahm die
Expression bis zum neunten Tag der Stimulation wieder ab. Da die CD25 Expression
Auskunft ¨ uber den Aktivierungszustand der NK-Zelle gibt, verdeutlicht dieses Expressi-
onsmuster zudem die rasche Aktivierung der NK-Zellen im Verlauf der IL-2 Stimulierung.
Die gleichzeitige Inkubation mit 10 µM MPA ¨ uber den Expansionsprozess f¨ uhrte hingegen
zu einer Hemmung der Expressionserh¨ ohung.
Auch die auf allen Leukozyten vorkommenden und an Adh¨ asion und Migration von NK-
Zellen beteiligten Zelladh¨ asionsmolek¨ ule ICAM-1 (CD54, intercellular adhesion molecule-
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1) und LFA-1 (CD11a/CD18 Heterodimer, αLβ2 Integrin, lymphocyte function-associated
antigen-1) [87] wurden w¨ ahrend der ex vivo IL-2 Stimulation in ihrer Oberﬂ¨ achenexpres-
sion erh¨ oht. Dies wurde f¨ ur CD54 durch die Behandlung mit MPA partiell und f¨ ur CD11a
sogar vollst¨ andig inhibiert.
Ebenso wurde das L-Selektin CD62L, welches eine zentrale Rolle sowohl im Homing von
naiven Lymphozyten in lymphatisches Gewebe als auch bei den Vorg¨ angen des ”Anhaf-
tens und Rollens“ w¨ ahrend der Migration von Leukozyten in entz¨ undetes Gewebe spielt
[155], w¨ ahrend der IL-2 Stiumulation in seiner Expression erh¨ oht. Diese wurde jedoch
nach einem H¨ ohepunkt an Tag 6 bis zum Ende der Expansion am neunten Tag wieder
vollst¨ andig reduziert. Die 9-t¨ agige MPA-Behandlung inhibierte die Expressionserh¨ ohung
vollst¨ andig.
Auch die in Leukozyten-Aktivierung und Chemotaxis involvierten Rezeptoren CCR5 (CC-
Chemokin Rezeptor 5) und CXCR3 (CXC-Chemokin Rezeptor 3) [156, 157] wurden durch
IL-2 in ihrer Oberﬂ¨ achenexpression erh¨ oht, was durch eine gleichzeitige MPA-Behandlung
partiell inhibiert wurde.
Die gleiche IL-2 induzierte Expressionssteigerung und MPA-bedingte Hemmung galt auch
f¨ ur das mit LFA-1 als Korezeptor assoziierte und an der NK-Zell-vermittelten Zytotoxi-
zit¨ at beteiligte Zelladh¨ asionsmolek¨ ul DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) [88] sowie
f¨ ur den inhibierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2A.
Zusammenfassend bewirkte die 9-t¨ agige IL-2 Stimulation eine Hochregulierung aller unter-
suchten Oberﬂ¨ achenmolek¨ ule mit Ausnahme von CD11b (MAC-1, macrophage adhesion
ligand-1, CD11b/CD18 Heterodimer, αmβ2 Integrin) und dem mit den NCRs als aktivie-
renden Korezeptor fungierenden NKp80 Rezeptor [97] (⊲ Abb. 4.19, schwarz, Verlauf d
3 bis d 9). Der H¨ ohepunkt der durch das Zytokin IL-2 vermittelten Oberﬂ¨ achenexpres-
sion war meist nach 6-t¨ agiger Stimulation zu verzeichnen und nahm im weiteren Verlauf
der Expansion wieder ab. Wurden die frisch isolierten NK-Zellen jedoch zu Beginn der
NK-Zell-Kultivierung mit 10 µM MPA koinkubiert resultierte dies in einer partiellen oder
sogar vollst¨ andigen Inhibition der durch die IL-2 Stimulation induzierten gesteigerten
Oberﬂ¨ achenexpression (rot, Verlauf 9 Tage MPA). Im Gegensatz dazu hatte eine 4-t¨ agige
MPA-Behandlung von sechs Tage IL-2 stimulierten NK-Zellen und auch eine 24-st¨ undige
MPA-Behandlung von bereits neun Tage stimulierten NK-Zellen keinerlei Einﬂuss (rot,
Verlauf 4 Tage MPA bzw. 24 h MPA). Demnach scheint MPA keinen inhibitorischen Ef-
fekt auf die erh¨ ohte Rezeptorexpression von bereits vorstimulierten NK-Zellen auszu¨ uben.
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Abbildung 4.19: Expression verschiedener Oberﬂ¨ achenrezeptoren unter IL-2 Stimulation ±
MPA. Die ex vivo IL-2 Stimulation von NK-Zellen f¨ uhrte zu einer gesteigerten Expression aller unter-
suchten Oberﬂ¨ achenmolek¨ ule, mit Ausnahme von CD11b und NKp80 (schwarz, Verlauf d3 bis d9). Eine
Inkubation mit 10 µM MPA ¨ uber den gesamten 9-t¨ agigen Expansionszeitraum (rot, Verlauf 9 Tage MPA)
hemmte diese IL-2 bedingte Hochregulierung. Eine 4-t¨ agige MPA-Behandlung von sechs Tage IL-2 sti-
mulierten NK-Zellen (rot, Verlauf 4 Tage MPA) oder eine 24-st¨ undige MPA-Inkubation von bereits neun
Tage stimulierten Zellen (rot, Verlauf 24 h MPA) hatte hingegen keine Herunterregulierung zuvor hochre-
gulierter Rezeptoren zur Folge. CD25 (α-Untereinheit des IL-2 Rezeptors IL-2Rαβγ); CD54 (intercellular
adhesion molecule-1, ICAM-1); CD11a (α-Integrin Untereinheit des lymphocyte function-associated an-
tigen-1, LFA-1); CD11b (α-Integrin Untereinheit des macrophage adhesion ligand-1, MAC-1); CD62L
(L-Selektin, Homing Rezeptor); CCR5 (CC-Chemokin Rezeptor 5); CXCR3 (CXC-Chemokin Rezeptor
3); DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1); NKp80 (aktivierender NCR Korezeptor); NKG2A (inhibie-
render NK-Zell-Rezeptor). Die Abbildung zeigt repr¨ asentative Ergebnisse drei unabh¨ angiger Versuche.
Histogamm Overlay plots zeigen Events (Y-Achse) gegen Rezeptor-Expression (X-Achse), grau: unstimu-
liert an d0, schwarz: IL-2 stimuliert, rot: +10 µM MPA.
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4.2.5. Zytokin- und Chemokin-Sekretion
Wie bereits in Abbildung 4.11 B gezeigt, kommt es innerhalb der ersten drei Tage der
NK-Zell-Kultivierung zu einer anf¨ anglichen Reduktion an vitalen Zellen. Dies ist im an-
schließenden Expansionsprozess von einer deutlichen Proliferation der NK-Zellen gefolgt
(⊲ Abb. 4.20, weiße Balken, linke Y-Achse, n=3) . Die im Rahmen vorliegender und einer
fr¨ uheren Arbeit beschriebenen Untersuchungen zu dieser klinischen Phase I/II NK-Zell-
Studie zeigten zudem, dass NK-Zellen w¨ ahrend der ex vivo IL-2 Expansion eine Vielzahl
von Zytokinen und Chemokinen sekretieren [115, 138]. Die sekretierte Zytokin/Chemokin-
Konzentration am jeweiligen Tag der Kultivierung wurde hier in Relation zu der entspre-
chenden NK-Zellzahl als gr¨ uner W¨ urfel dargestellt (rechte Y-Achse, n=3). Dabei ist zu
erkennen, dass die Zytokin/Chemokin-Konzentration im Verlauf der NK-Zell-Expansion
deutlich anstieg, wobei am sechsten Tag der Expansion zumeist die h¨ ochste Konzentration
im Verh¨ altnis zu der NK-Zellzahl erreicht wurde.
Die Inkubation der NK-Zellen mit 10 µM MPA ¨ uber den 9-t¨ agigen Expansionszeitraum
resultierte hingegen in einer deutlichen Reduktion an vitalen NK-Zellen (rote Balken).
Dies war zudem von einer Hemmung der Zytokin- und Chemokin-Sekretion begleitet.
W¨ ahrend die IFN-γ, TNF-α, MCP-1 und IL-6 Sekretion fast vollst¨ andig gehemmt wur-
de, zeigten die MPA-behandelten NK-Zellen noch eine geringe verbleibende RANTES,
MIP-1β und IL-8 Produktion. Im Gegensatz dazu blieb die w¨ ahrend des Expansionspro-
zesses zugef¨ uhrte IL-2 Menge in der MPA-behandelten NK-Zell-Kultur durchweg erh¨ oht,
w¨ ahrend die IL-2 Konzentration in der unbehandelten, proliferierenden NK-Zell-Kultur
deutlich abnahm.
Des Weiteren hatte eine nachtr¨ agliche 24-st¨ undige Inkubation von bereits neun Tage
IL-2 stimulierten NK-Zellen weder Einﬂuss auf die Zytokin/Chemokin-Sekretion noch
auf die Zellzahl der NK-Zell-Kultur. Selbst eine 4-t¨ agige MPA Inkubation von bereits
sechs Tage IL-2 stimulierten NK-Zellen hatte keinen Einﬂuss auf die Zytokin/Chemokin-
Konzentration der NK-Zell-Kultur, f¨ uhrte jedoch zu einer deutlichen Reduktion der Zell-
zahl (n=2, Daten nicht gezeigt). Dies korreliert mit dem am sechsten Expansionstag ver-
zeichneten H¨ ohepunkt der Zytokin- und Chemokin-Sekretion und l¨ asst eine bis dahin
erfolgte Aktivierung von Zytokin-produzierender Signalkaskaden vermuten.
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Abbildung 4.20: Ex vivo Zytokin/Chemokin-Sekretion IL-2 stimulierter NK-Zellen ± MPA.
Nach einer anf¨ anglichen Reduktion innerhalb der ersten drei Tage der NK-Zell-Kultivierung stieg die
NK-Zellzahl im weiteren Verlauf der 9-t¨ agigen ex vivo IL-2 Stimulation deutlich an (weiße Balken). Die
Inkubation mit 10 µM MPA f¨ uhrte zu einer Hemmung der Proliferation, was von einer Reduktion an
lebenden NK-Zellen begleitet war (rote Balken). W¨ ahrend unbehandelte NK-Zellen zudem eine Vielzahl
von Zytokinen und Chemokinen sekretieren (gr¨ une W¨ urfel mit schwarzem Rand), wurde die Sekretion im
Lauf des Expansionsprozesses durch die MPA-Behandlung fast vollst¨ andig gehemmt (gr¨ une W¨ urfel mit
rotem Rand). Die linke schwarze Y-Achse zeigt die absolute NK-Zellzahl von 0–25×106. Die rechte gr¨ une
Y-Achse zeigt die Zytokin/Chemokin-Konzentration von 0–800.000 pg/ml in unterschiedlicher Skalierung.
Die X-Achse gibt den Tag der NK-Zell-Expansion (d 0 bis 9) in Abwesenheit (links) und Anwesenheit
(rechts) von 10 µM MPA an. n=3, Mittelwert ±SEM.
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4.2.6. Aktivierung und Hemmung intrazellul¨ arer Signalmolek¨ ule
Um herauszuﬁnden, ob die durch MPA hervorgerufene Hemmung der Proliferation und der
zytotoxischen Aktivit¨ at mit einer Hemmung der entsprechenden Signalkaskaden assoziiert
ist, wurde im folgenden Schritt der Einﬂuss der MPA-Behandlung auf den Phosphorylie-
rungstatus und damit auf die Aktivierung einiger zentraler intrazellul¨ arer Signalmolek¨ ule
untersucht. Die betrachteten Signalmolek¨ ule haben vielf¨ altige und zum Teil ¨ uberlappen-
de Funktionen in der Steuerung von Zellprozessen. Es wurden im Speziellen die Akti-
vierung der im Jak/STAT-Signalweg als Transkriptionsfaktoren fungierenden Signalmo-
lek¨ ule STAT-3, STAT-4 und STAT-5 untersucht, sowie die Aktivierung des PI3K/AKT-
Signalwegs durch Phosphorylierung von AKT und die des MAPK/ERK-Signalwegs durch
Phosphorylierung von ERK1/2 bestimmt.
Eine Phosphorylierungs-Kinetik beginnend mit einer 30-min¨ utigen IL-2 Stimulation bis
hin zu einem Inkubationszeitraum von 20 Tagen zeigte eine deutliche Aktivierung des hier
exemplarisch dargestellten STAT-3 Transkriptionsfaktors (⊲ Abb. 4.21 A, schwarz) im Ver-
gleich zu den frisch isolierten, unstimulierten NK-Zellen (grau). Dabei wurde eine stetige
Steigerung mit dem H¨ ohepunkt der Phosphorylierung am sechsten Tag der IL-2 Stimula-
tion beobachtet, was wiederum von einer Aktivierungsabnahme bis zum Tag 20 begleitet
war. Dies entsprach auch dem Aktivierungsmuster der anderen untersuchten Signalmo-
lek¨ ule, die ebenso im Lauf der IL-2 Stimulation phosphoryliert wurden und am sechsten
Expansionstag den H¨ ohepunkt ihrer Aktivierung zeigten (⊲ Abb. 4.21 B, schwarz). Die
Behandlung der NK-Zellen mit 10 µM MPA w¨ ahrend des Expansionsprozesses verursach-
te eine massive Hemmung der Phosphorylierung und somit Aktivierung aller untersuchter
Signalmolek¨ ule (rot). W¨ ahrend AKT, STAT-3 und STAT-5 am sechsten Tag der MPA-
Inkubation eine deutlich reduzierte Phosphorylierung im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen zeigten, wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 und STAT-4 sogar vollst¨ andig
inhibiert. Die MPA-Behandlung der NK-Zellen erfolgte nur bis zum sechsten Expansi-
onstag, da wie bereits gezeigt (⊲ Abb. 4.11 B) eine l¨ angere MPA-Exposition mit einem
verst¨ arkten Zellsterben und eine deutlich reduzierten Zellzahl assoziiert war.
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Abbildung 4.21: Hemmung der Aktivierung intrazellul¨ arer Signalmolek¨ ule. A) STAT-3
Phosphorylierungs-Kinetik von IL-2 stimulierten (schwarz) im Vergleich zu unstimulierten NK-Zellen
(grau). Die Aktivierung erfolgte innerhalb der ersten 24 h der IL-2 Stimulation, erreichte ihren H¨ ohe-
punkt am sechsten Tag der Expansion und wurde in den folgenden Tagen wieder reduziert. Dieses zeitliche
Aktivierungsmuster von STAT-3 war auch repr¨ asentativ f¨ ur die Aktivierung der anderen untersuchten
Signalmolek¨ ule. B) Die Signalmolek¨ ule AKT, ERK1/2, STAT-3, -4, -5 zeigten am sechsten Tag der IL-2
Stimulation ihren H¨ ohepunkt der Phosphorylierung (schwarz). Die Behandlung von 10 µM verursachte
eine partielle Inhibierung der AKT, STAT-3 und STAT-5 Phosphorylierung, w¨ ahrend die Aktivierung von
ERK1/2 und STAT-4 hingegen vollst¨ andig durch das Immunsuppressivum inhibiert wurde (rot). Gef¨ arbt
wurden je 1×106 Zellen. Histogamm Overlay plots zeigen Events (Y-Achse) gegen die Expression des
jeweiligen Signalmolek¨ uls (X-Achse), grau: unstimuliert an d0, schwarz: IL-2 stimuliert, rot: +10 µM
MPA.
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Die Heilungsrate p¨ adiatrischer Patienten mit malignen Erkrankungen konnte in den letz-
ten zehn Jahren durch konventionelle Therapieans¨ atze deutlich verbessert werden. Da-
gegen ist das ¨ Uberleben von Patienten mit Hochrisiko-Leuk¨ amien und soliden Tumoren
wie z.B. dem Neuroblastom deutlich schlechter [5]. Daher liegt ein aktueller Fokus auf
der Entwicklung neuer Immuntherapien als weitere Therapieoption f¨ ur diese Hochrisiko-
patienten. In diesem Zusammenhang haben NK-Zellen sowohl im Rahmen der allogenen
h¨ amatopoetischen SZT als auch in zellul¨ aren Immuntherapien an klinischer Bedeutung
gewonnen. W¨ ahrend bereits etablierte T-Zell-Immuntherapien mit einem hohen Risiko
einer GvHD verbunden sind, sollen Immuntherapien mit hochaufgereinigten allogenen
NK-Zellen einen verst¨ arkten GvL/T-Eﬀekt bewirken ohne eine schwerwiegende GvHD
auszul¨ osen. In dieser hier vorgestellten klinischen Phase I/II Studie in Frankfurt a.M.
wurden bisher 16 p¨ adiatrische Hochrisikopatienten mit unstimulierten oder mit zehn Ta-
ge ex vivo IL-2 stimulierten Spender-NK-Zell-Infusionen (NK-DLIs) an Tag (+3), +40
und +100 nach haploidenter SZT behandelt. In studienbegleitenden Untersuchungen im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei bislang ungekl¨ arte Fragestellungen er¨ ortert,
die in den folgenden Kapiteln diskutiert werden:
1. ”Welchen Einﬂuss haben unstimulierte im Vergleich zu ex vivo IL-2 stimulierten NK-
DLIs auf zellul¨ are Bestandteile des Immunsystems sowie auf die Zytokin/Chemokin-
Spiegel im peripheren Blut der Patienten ?“ (⇒ Eﬀekt NK-Zellen auf Patient)
2. ”Hat die immunsuppressive Therapie mit Mycophenolat-Mofetil (MMF) zum Zeit-
punkt der NK-Zell-Therapie einen Einﬂuss auf die Funktionalit¨ at der IL-2 stimu-
lierten hochaktivierten NK-Zellen ?“ (⇒ Eﬀekt Patient auf NK-Zellen)
5.1. Einﬂuss allogener NK-Zellen auf das Immunsystem
5.1.1. In vivo Immunmonitoring nach NK-DLI
Der Frage nach dem Verbleib und dem Einﬂuss transfundierter Zellen im Rahmen von
humanen Immuntherapien gilt bis heute großes wissenschaftliches Interesse. Einige tier-
experimentelle Studien haben das Verhalten transfundierter NK-Zellen in Bezug zu der
¨ Uberlebensdauer, dem Lymphknoten-Homing, der Migration und der Antitumoraktivit¨ at
untersucht. So wurde z.B. mittels Biolumineszenz-Markierung ¨ uber einen Zeitraum von
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bis zu vier Wochen die Migration von NK-Zellen von der peripheren Blutbahn in die Milz,
Lymphknoten, Lunge, Leber, den Gastrointestinaltrakt und zu verschiedenen Tumorlo-
kalisationen beschrieben, was zudem von einer deutlichen Reduktion der Tumorgr¨ oße
begleitet war [73, 158, 159]. ¨ Ahnliches wurde auch von Brand et al. und Meller et al. in ei-
ner kleinen Studie im Menschen beobachtet, in der drei Patienten mit Nierenzellkarzinom
mit Indium-111-Oxin radioaktiv markierten stimulierten allogenen NK-Zellen behandelt
wurden. Nach einer anf¨ anglichen Akkumulation in der Lunge wurden die NK-Zellen in der
Milz, der Leber, im Knochenmark und in zwei von vier Lungen- und Leber-Metastasen
mittels Szintigraphie detektiert [160, 161]. Eine Indium-Markierung war jedoch auch mit
einem negativen Einﬂuss auf die Viabilit¨ at, Proliferation und Migrationskapazit¨ at von
h¨ amatopoetischen Progenitor-Zellen nach systemischer Transfusion verbunden [162]. Zwar
ist in Deutschland die Transfusion von Indium-111-Oxin-markierten autologen Leukozy-
ten in adulten Patienten zugelassen, eine Applikation von radioaktiv markierten allogenen
Zellen in Kindern ist jedoch aus begr¨ undetem Anlass an strenge ethische Richtlinien ge-
bunden und zum heutigen Zeitpunkt f¨ ur die laufende klinische NK-Zell-Studie in Frankfurt
a.M. nicht umsetzbar.
Das in dieser Arbeit beschriebene studienbegleitende in vivo Immunmonitoring stellt
ein nichtinvasives Verfahren zur durchﬂusszytometrischen Bestimmung der zellul¨ aren Be-
standteile des Immunsystems und der Zytokin- und Chemokin-Zusammensetzung im peri-
pheren Blut der Patienten, vor und nach der Zelltherapie dar. Die vorliegenden Ergebnisse
beschreiben erstmalig den unterschiedlichen Einﬂuss von unstimulierten und ex vivo IL-2
stimulierten NK-Zell-Infusionen auf Komponenten des zellul¨ aren und humoralen Immun-
systems der Patienten.
5.1.2. Interpretation des selektiven Zellverlustes
Die Applikation von IL-2 stimulierten NK-Zell-Pr¨ aparaten verursachte signiﬁkante Zell-
migrationsprozesse in der peripheren Blutzirkulation der Patienten. W¨ ahrend sich die
Zahl der neutrophilen Granulozyten innerhalb von 4 h im peripheren Blut vervierfachte,
wurde unmittelbar 10 min nach NK-DLIIL-2 stim ein massiver Zellverlust von eosinophi-
len Granulozyten, Monozyten, dendritischen Zellen und vor allem NK-Zellen beobachtet.
Nach einem fast vollst¨ andigen Verschwinden kehrten die Zellen innerhalb der folgenden
24 h wieder zu Normalwerten zur¨ uck. Bei der Charakterisierung der IL-2 stimulierten
Spender-NK-Zellen und der patienteneigenen NK-Zellen im peripheren Blut konnten un-
ter anderem Unterschiede hinsichtlich der Expression des Oberﬂ¨ achenmolek¨ uls CD56,
des Aktivierungsmarkers CD69, des Nat¨ urlichen Zytotoxizit¨ ats-Rezeptors NKp44 und des
Lymphknoten Homing Molek¨ uls CD62L beobachtet werden. Somit konnten beide Popu-
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lation ph¨ anotypisch durchﬂusszytometrisch gut unterschieden werden. Interessanterweise
betraf das schnelle Abnehmen der NK-Zellzahl im peripheren Blut 10 min nach NK-
DLIIL-2 stim Applikation beide NK-Zell-Populationen – patienteneigene und Spender-NK-
Zellen aus der NK-DLI. Die R¨ uckkehr in die periphere Blutzirkulation nach 24 h konnte
jedoch nur den patienteneigenen NK-Zellen nachgewiesen werden. Die applizierten IL-2
stimulierten Spender-NK-Zellen aus der NK-DLI wurden hingegen nicht detektiert.
In ¨ Ubereinstimmung mit den hier pr¨ asentierten Beobachtungen haben fr¨ uhe Studien von
Lotze et al. und Salvo et al. ¨ ahnliche Eﬀekte beschrieben. Nach einmaliger intraven¨ oser
Gabe hoher Dosen von bis zu 1×106 U/kgKG (bzw. 4,5×106 U/3 Dosen/Tag/m2 KOF)
rekombinantem IL-2 kam es bereits 15 min sp¨ ater zu einem Verlust von diversen Leukozy-
tenpopulationen und im Speziellen von NK-Zellen aus dem peripheren Blut. Auch wurde
eine R¨ uckkehr zu Normalwerten innerhalb der folgenden 24 h beschrieben. Die Ursache
f¨ ur das Verschwinden der Zellen aus der peripheren Blutbahn wurde als Adh¨ asion der
Zellen an das durch IL-2 aktivierte Endothel postuliert [163–165]. Im Vergleich zu diesen
Studien k¨ onnen die hier beschriebenen Eﬀekte nicht nur auf den Einﬂuss eines einzelnen
Zytokins zur¨ uckgef¨ uhrt werden. Zudem wurde IL-2 in wesentlich geringerer H¨ ohe von et-
wa 1×104 U/kgKG mit der NK-DLIIL-2 stim den Patienten verabreicht. Dennoch scheint
die Koinfusion von stimulierten NK-Zellen und niedrigeren IL-2 Dosen in Kombination
mit anderen Zytokinen und Chemokinen vergleichbare Eﬀekte hervorzurufen.
Im Gegensatz zu NK-DLIIL-2 stim f¨ uhrte die Applikationen von unstimulierten NK-Zellen
zu keinem der oben beschriebenen Eﬀekte. NK-DLIIL-2 stim unterschieden sich von NK-
DLIunstim ausschließlich durch die ex vivo IL-2 Stimulation und die daraus folgende Zell-
aktivierung und Sekretion hoher Mengen an Zytokinen und Chemokinen. Bei gleicher
NK-Zell-Dosis wurde dieses Zytokin/Chemokin-Gemisch nur Patienten appliziert, die mit
NK-DLIIL-2 stim behandelt wurden. Dies l¨ asst vermuten, dass die beschriebenen Eﬀekte
entweder mit der Aktivierung der NK-Zellen selbst und/oder mit den koinfundierten Zy-
tokinen und Chemokinen zusammenh¨ angen.
In diesem Zusammenhang kann der Einzelfall eines unserer Patienten diskutiert werden,
dessen kryokonservierte NK-DLIIL-2 stim vor der Applikation gewaschen und vor Applika-
tion erneut mit 1000 U/ml IL-2 versetzt wurde (NK-DLIIL-2 stim+wash, Patient Nr. 14, d
+96). Durch die durch den Waschvorgang bedingte vollst¨ andige Entfernung des ex vivo
produzierten Zytokin/Chemokin-Gemischs erlaubte dieser Einzelfall eine unabh¨ angige Be-
trachtung des Eﬀekts von IL-2 alleine im Vergleich zu des sonst applizierten gesamten
Zytokin/Chemokin-Gemischs. Die Infusion der NK-DLIIL-2 stim+wash zeigte in Korrela-
tion zu den NK-DLIunstim Applikationen keinen Einﬂuss auf die Verteilung von Mono-
zyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut des Patienten.
Auch wurde die Zytokin/Chemokin-Konstitution des peripheren Blutes, mit Ausnahme
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des zu erwartenden Anstiegs an IL-2, durch die NK-DLIIL-2 stim+wash nicht beeinﬂusst.
Demgegen¨ uber wurde eine leichte Reduktion der gesamten NK-Zellen und im Speziellen
der CD56brightCD16dim/- Subpopulation beobachtet. Dies korrelierte mit Eﬀekten nach
NK-DLIIL-2 stim, wenn auch in deutlich schw¨ acherer Auspr¨ agung. Demnach scheint ent-
weder die vorherige Aktivierung der NK-Zellen selbst oder die Infusion von IL-2 das in
vivo Verhalten der NK-Zellen zu beeinﬂussen. Im Gegensatz dazu wurde das rasche und
ausgepr¨ agte Zellverschwinden der NK-Zellen und die Eﬀekte auf Monozyten und Granulo-
zyten nach NK-DLIIL-2 stim vermutlich durch die im ex vivo Expansionsprozess generierten
Zytokine und Chemokine hervorgerufen.
In der engmaschigen ¨ Uberwachung der Zytokin- und Chemokin-Level im peripheren Blut
der Patienten sowohl vor als auch nach NK-DLIIL-2 stim Applikation, wurde ein bis zu
4 h andauernder signiﬁkanter Anstieg von einigen inﬂammatorischen und chemotakti-
schen Zytokinen und Chemokinen dokumentiert. Dieser Anstieg war vermutlich prim¨ ar
eine Folge der in hohen Mengen mit der NK-DLI koapplizierten Zytokine und Chemokine
und f¨ uhrte zu einer drastischen Ver¨ anderung der Zytokin/Chemokin-Zusammensetzung
des peripheren Blutes. Neutrophile Granulozyten geh¨ oren zu den ersten Zellen, die durch
verschiedene chemotaktische Stimuli – insbesondere IL-8 – rasch entz¨ undetes Gewebe inﬁl-
trieren [166]. Die durch die NK-DLIIL-2 stim verursachte Ver¨ anderung des Zytokin-Milieus
war somit vermutlich die Ursache f¨ ur die massive Migration der Neutrophilen aus dem
Gewebe in die Blutzirkulation. Da neutrophile Granulozyten auch potente Zytokin- und
Chemokin-Produzenten sind (z.B. IL-6, IL-8, IP-10, MIP-1α/β), k¨ onnte die ¨ uber den
Zeitraum von 4 h andauernde Zytokin/Chemokin-Erh¨ ohung im peripheren Blut auch auf
eine sekund¨ are Produktion in vivo hindeuten [166, 167]. Das Verschwinden der Zellen
hingegen k¨ onnte durch zwei alternative oder sich erg¨ anzende Mechanismen bedingt sein:
(i) transiente Adh¨ arenz der Leukozyten an das durch Zytokine und Chemokine akti-
vierte Endothel und/oder
(ii) Zytokin/Chemokin-vermittelte Transmigration der Leukozyten durch das Endothel
in das umliegende Gewebe
W¨ ahrend eines Entz¨ undungsprozesses im Gewebe kommt es zur Aussch¨ uttung von ver-
schiedenen Zytokinen und Chemokinen. Durch Bindung an Glykosaminoglykane (GAGs)
und/oder den Duﬀy-Antigen-Rezeptor f¨ ur Chemokine (DARC) auf der Oberﬂ¨ ache von
Endothelzellen kommt es zur Aktivierung des Endothels und einer erh¨ ohten Expres-
sion von Zelladh¨ asionsmolek¨ ulen wie Selektinen und Interginen auf der Zelloberﬂ¨ ache.
Dabei werden inﬂammatorische Chemokine und Zytokine wie z.B. IL-8, RANTES und
MCP-1 mit der h¨ ochsten Aﬃnit¨ at gebunden [168]. Nach dem rezeptorabh¨ angigen Trans-
port der Chemokine durch das Endothel in das periphere Blut (Transzytose), resul-
955. Diskussion
tiert die Chemokin-Bindung der Leukozyten ebenfalls in einer Zellaktivierung, was die
Adh¨ asion an das Endothel zur Folge hat. Die darauf folgende Transmigration (Diapedese)
der Leukozyten erfolgt entlang eines transzellul¨ aren oder rezeptorgebundenen Chemokin-
Konzentrationsgradienten [169, 170].
Den hier beschriebenen Beobachtungen nach IL-2 stimulierter NK-DLI Applikation k¨ onn-
ten also folgende Vorg¨ ange zu Grunde liegen, die in Abbildung 5.1 modellhaft veran-
schaulicht sind. Die Koinfusion hoher Mengen an Zytokinen und Chemokinen aus der
NK-DLIIL-2 stim – ¨ ahnlich derer, die im Lauf einer Entz¨ undung freigesetzt werden – f¨ uhrte
h¨ ochstwahrscheinlich zu einer Aktivierung der Endothelzellen. Die Bindung der eben-
falls durch das Zytokin/Chemokin-Gemisch aktivierten Leukozyten k¨ onnte daher in einer
Adh¨ arenz der Zellen an das Endothel und damit in einem Verschwinden aus der peripheren
Blutbahn resultieren. Naheliegend ist jedoch, dass die Zellen entlang des chemotaktischen
Gradienten die periphere Blutbahn tats¨ achlich verlassen. Das deutlich ausgepr¨ agtere Ver-
schwinden der immunregulatorischen CD56brightCD16dim/- NK-Zell-Subpopulation aus der
Blutzirkulation k¨ onnte mit einer h¨ oheren Sensitivit¨ at dieser Population gegen¨ uber dem
Zytokin/Chemokin-Stimulus zusammenh¨ angen. Grund daf¨ ur ist eine divergente Expres-
sion von Chemokin-Rezeptoren auf beiden Subpopulationen, wie z.B. dem MIP-1β bin-
denden CCR5 Rezeptor, der nur auf CD56brightCD16dim/- NK-Zellen vorhanden ist [156].
Bei dem Vergleich der ex vivo Zytokin/Chemokin-Konzentration in der NK-DLIIL-2 stim
und in vivo im peripheren Blut 10 min nach Infusion waren zudem deutliche Unterschie-
de auﬀallend. Am Beispiel des f¨ ur Monozyten und Lymphozyten chemotaktisch wirken-
den MIP-1β konnte im Mittel etwa eine 175-fache Reduktion beobachtet werden. Der
massive Verlust an Zytokinen/Chemokinen nach Infusion k¨ onnte mit einer Bindung an
Chemokin-Rezeptoren (DARCs) und folgender Transzytose der Chemokine in das Gewe-
be zusammenh¨ angen. Dadurch w¨ are die Entstehung eines chemotaktischen Gradienten
vom peripheren Blut ins umliegende Gewebe vorstellbar, was somit Ausl¨ oser des Zellver-
schwindens sein k¨ onnte. Ein rascher Abbau, Abtransport oder ein Verd¨ unnungseﬀekt sind
jedoch auch m¨ ogliche Faktoren.
Im Gegensatz dazu, war im Fall von IL-6 ein deutlicher 10- bis 100-facher Anstieg der
Konzentration 10 min und 1 h nach Infusion im peripheren Blut der Patienten im Ver-
gleich zu der ex vivo Konzentration in der DLI zu verzeichnen. Dies l¨ asst eindeutig auf
eine sekund¨ are Produktion durch den K¨ orper des Patienten als Reaktion auf die in der
NK-DLIIL-2 stim koapplizierten Zytokine und Chemokine schließen. Die in vivo IL-6 Pro-
duktion k¨ onnte durch Endothelzellen, neutrophile Granulozyten oder auch durch an das
Endothel adh¨ arierte Monozyten bedingt sein. Da IL-6 einer der wichtigsten Mediatoren
f¨ ur Fieber und der ”Akuten-Phase Antwort“ darstellt [171], korreliert dieser transiente
IL-6 Anstieg mit dem klinisch bei den Patienten beschriebenen transienten Fieber nach
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NK-DLIIL-2 stim. Zudem veriﬁziert diese Beobachtung die biologische Aktivit¨ at der ko-
applizierten Zytokine und Chemokine aus der NK-DLI.
Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die Koapplikation des w¨ ahrend
der ex vivo NK-Zell-Expansion sekretierten Zytokin/Chemokin-Gemischs die Extravasa-
tion der hochzytotoxischen IL-2 stimulierten Spender-NK-Zellen von der peripheren Blut-
zirkulation ins Gewebe f¨ ordert. Dies l¨ asst zudem eine Aus¨ ubung des GvL/T-Eﬀekts am
Zielort erhoﬀen. Infusionen von frisch isolierten unstimulierten NK-Zellen zeigten im Ge-
gensatz dazu keine vergleichbaren Eﬀekte. Neben der gesteigerten zytotoxischen Aktivit¨ at
von IL-2 stimulierten NK-Zellen spricht demnach auch die vermeintliche Extravasation f¨ ur
eine klinische Pr¨ aferenz von IL-2 stimulierten NK-Zellen im Vergleich zu unstimulierten
NK-Zell-Infusionen. Ob dies auch in einer tats¨ achlichen Steigerung der Eﬀektivit¨ at der
Immuntherapie resultiert – und damit die Prognose der Patienten verbessert wird – wer-
den jedoch erst zuk¨ unftige Studien mit gr¨ oßeren Patientenkohorten abschließend zeigen
k¨ onnen.
Abbildung 5.1: Model der Zytokin/Chemokin-induzierten Leukozyten-Migration nach NK-
DLIIL-2 stim. Die Koinfusion IL-2 aktivierter NK-Zellen und hoher Mengen w¨ ahrend der ex vivo NK-Zell-
Expansion sekretierter Zytokine und Chemokine f¨ uhrt vermutlich zu einer Aktivierung der Endothelzellen.
Dies induziert das Anheften und/oder die Extravasation der Leukozyten entlang eines chemotaktischen
Gradienten aus der peripheren Blutzirkulation. Die starke Einwanderung der neutrophilen Granulozyten
ist vermutlich durch das erh¨ ohte Vorkommen von inﬂammatorischen Zytokinen und Chemokinen wie z.B.
IL-8 bedingt (Eigene Abbildung in Anlehnung an Middleton et al., Blood 2002) [169].
975. Diskussion
5.2. Einﬂuss immunsuppressiver Therapie auf die
NK-Zell-Funktionalit¨ at
Die Kontrolle von Abstoßungsreaktionen ist eine Grundvoraussetzung jeder erfolgreichen
Transplantation. Dabei hat die immunsuppressive Therapie im Rahmen der allogenen
h¨ amatopoetischen SZT im Wesentlichen zwei Schwerpunkte. Zum einen soll eine Absto-
ßung der transfundierten Spenderstammzellen durch Empf¨ angerzellen verhindert werden.
Zum anderen dient die Immunsuppression nach allogener SZT der Vermeidung von im-
munologischen Spender-Empf¨ anger-Reaktionen, die vorwiegend durch Spender-T-Zellen
aus dem Transplantat hervorgerufen werden und zu schwerwiegenden immunologischen
Reaktionen wie einer GvHD f¨ uhren k¨ onnen [50]. Im Lauf dieser klinischen Phase I/II
NK-Zell-Studie erfolgte ein Wechsel von CD34-selektionierten zu CD3/CD19-depletierten
Stammzellpr¨ aparaten. Bei der CD3/CD19-depletierten SZT werden den Patienten jedoch
deutlich h¨ ohere Mengen an residualen T-Zellen verabreicht. Um einer aufgrund der haploi-
denten HLA-Kompatibilit¨ at erh¨ ohten Gefahr der Entstehung einer GvHD vorzubeugen,
wurde das immunsuppressive Medikament MMF appliziert (⊲ Abb. 5.2). Trotz kontinu-
ierlicher Dosisreduktion war die Immunsuppression dennoch meist w¨ ahrend der ersten
klinischen NK-Zell-Applikation an Tag +40 und teilweise auch w¨ ahrend der zweiten an
Tag +100 pr¨ asent. Um eine Beeintr¨ achtigung der Eﬀektivit¨ at der NK-Zell-Therapie zu
evaluieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einﬂuss von MMF auf die Funktionalit¨ at
von NK-Zellen untersucht.
Abbildung 5.2: Immunsuppressive Therapie w¨ ahrend der Phase I/II NK-Zell-Studie. Zur
Vermeidung einer Transplantatabstoßung wurde im Rahmen der Konditionierung der monoklonale AK
OKT3 von Tag −10 bis +3 oder Antithymozytenglobuline (ATG) von Tag −4 bis −1 verwendet. Zeitgleich
dazu wurden hochdosierte Corticosteroide (Methylprednisolon, Tag −9 bis +3, bzw. −4 bis −1) appliziert.
Zur GvHD-Prophylaxe bzw. -Therapie wurde das Immunsuppressivum MMF (Cellcept➤) ab Tag −3 in
einer Tagesdosis von 30 mg/kgKG (max. 2 g/Tag) appliziert und individuell im Lauf der Zeit reduziert.
Im Fall einer auftretenden GvHD wurde die MMF-Dosis ggf. erh¨ oht und das Glukocortikoid Prednisolon
tempor¨ ar verabreicht. Zur Infektionsprophylaxe wurden antivirale, antimykotische und antibakterielle
Medikamente bis zu Tag +200 appliziert (Eigene Abbildung).
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5.2.1. Dosisabh¨ angige, reversible Proliferationshemmung
Mycophenols¨ aure (MPA) – der aktive Metabolit des immunsuppressiven Medikaments
MMF – wirkt als Inhibitor der Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), welche
eines der zentralen Enzyme des de novo Purinbiosythesewegs darstellt [59]. Da Lympho-
zyten im Gegensatz zu den meisten anderen Zellarten vollst¨ andig von der Neugenerierung
der Nukleins¨ auren ¨ uber diesen de novo Pathway abh¨ angig sind, hat MPA einen deutlich
ausgepr¨ agteren zytostatischen Eﬀekt auf Lymphozyten als auf anderen Zellen [56]. Inner-
halb der letzten 20 Jahre haben vor allem Studien von Allison und Eugui et al. den Eﬀekt
von MMF bzw. MPA auf humane mononukle¨ are Zellen des peripheren Blutes (PBMNZ)
untersucht. Dabei wurde jedoch prim¨ ar die Auswirkung auf T- und B-Lymphozyten be-
handelt, w¨ ahrend Daten zum Einﬂuss auf die dritte Lymphozytenpopulation der NK-
Zellen bisher kaum verf¨ ugbar sind.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand von in vitro Studien auch eine ausgepr¨ agte
Hemmung der NK-Zell-Proliferation gezeigt werden. Dies war aufgrund der antimetaboli-
tischen Wirkungsweise von MPA auf Lymphozyten im Allgemeinen zu erwarten gewesen.
Die niedrigste Dosis mit der eﬀektivsten Hemmung entsprach der therapeutisch relevanten
Konzentration von 10 µM. Dies korreliert mit Ergebnissen von Eugui et al., die in vitro
eine antiproliferative Wirkung von 1 bis 10 µM MPA auf humane PBMNZ nachwiesen
[58]. Interessanterweise konnte die in vorliegender Arbeit beschriebene antiproliferative
Wirkung auf NK-Zellen durch Entfernung von MPA aus dem Zellkulturmedium nach er-
folgter 3-t¨ agiger Inkubation aufgehoben werden. Dies f¨ uhrte zu einer schnellen und fast
vollst¨ andigen Erholung der NK-Zell-Proliferation. Auch Allison und Eugui et al. beschrie-
ben eine Reversion des zytostatischen Eﬀekts von MPA. So konnte die T-Zell-Proliferation
nach MPA-induzierter Hemmung durch die Zugabe von Guanosin-Nukleotiden wieder-
hergestellt werden [58]. Auch die Inkubation von humanen PBMNZ mit Patientenplasma
unter MMF-Therapie resultierte in einer Hemmung der ex vivo Proliferation, was nach
Entfernung des Plasmas reversibel war [57]. Auch in vorliegender Arbeit wurde gezeigt,
dass die in vitro MPA-Behandlung von T-Zellen in einer Hemmung der Proliferation resul-
tiert, was ebenfalls nach Entfernung des Immunsuppressivums vollst¨ andig reversibel war.
Um die Eﬀektivit¨ at der Immuntherapie nicht zu gef¨ ahrden, w¨ urde eine Reversibilit¨ at der
MPA-induzierten NK-Zell-Hemmung klinisch die M¨ oglichkeit bieten, einige Tage vor ei-
ner NK-Zell-Therapie die MMF-Behandlung des Patienten zu unterbrechen. Diese Option
w¨ are bei anderen immunsuppressiven Medikamenten h¨ auﬁg aufgrund einer Depotbildung
so zeitnah nicht m¨ oglich. Da Hemmung und Reversibilit¨ at von NK- und T-Zellen je-
doch vergleichbar war, w¨ are die erw¨ unschte Proliferationskontrolle potentiell alloreaktiver
T-Zellen nicht mehr gegeben, was dementsprechend das Risiko einer GvHD-Entstehung
erh¨ ohen w¨ urde.
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5.2.2. Einschr¨ ankungen der Eﬀektorfunktion
Die Eﬀektorfunktion von NK-Zellen wird durch vielerlei miteinander verkn¨ upfter Me-
chanismen reguliert. Diese umfassen die Aktivierung der Zellen durch NK-Zell-Liganden
und Zytokin/Chemokin-Stimuli, die Expression inhibierender sowie aktivierender Rezep-
toren, die Anwesenheit von Zell-Zell-Kontakt-vermittelnden Oberﬂ¨ achenmolek¨ ulen sowie
die entsprechende Signalweiterleitung durch intrazellul¨ are Signalkaskaden. Eine vermin-
derte Aktivit¨ at nach MPA-Behandlung ist somit ein Resultat einer Intervention des Im-
munsuppressivums auf dem Weg zur Aus¨ ubung der NK-Zell-Eﬀektorfunktion. Die Be-
teiligung unz¨ ahliger einzelner Faktoren verdeutlicht, dass eine Hemmung der NK-Zell-
Funktionalit¨ at durch MPA auf vielen verschieden Ebenen erfolgen kann. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurde versucht m¨ oglichst viele verschiedene Ebenen dieser Aktivierungskaskade
zu beleuchten. Da der Schwerpunkt dieser Untersuchungen eine m¨ ogliche Einschr¨ ankung
der Eﬀektivit¨ at der hier beschriebenen NK-Zell-Immuntherapie beinhaltet, lag der Fokus
auf einer potentiellen Funktionseinschr¨ ankung von IL-2 stimulierten NK-Zellen.
Hemmung der zytotoxischen Aktivit¨ at und Expression aktivierender Rezeptoren
Wie im Rahmen dieser NK-Zell-Studie gezeigt, f¨ uhrt die Stimulierung von NK-Zellen
mit IL-2 zu einer signiﬁkanten Steigerung der Zytotoxizit¨ at im Vergleich zu unstimu-
lierten NK-Zellen. Dies korreliert direkt mit einer Erh¨ ohung der NCR-Rezeptordichte
[115]. Folglich wurde eine potentielle Einschr¨ ankung der hohen zytotoxischen Aktivit¨ at
stimulierter Spender-NK-Zellen durch das w¨ ahrend der NK-Zell-Therapie verabreichte
Immunsuppressivum MMF analysiert. Die 24-st¨ undige Behandlung mit 10 µM MPA von
neun Tage IL-2 stimulierten Spender-NK-Zellen f¨ uhrte zu einer signiﬁkanten Reduktion
der zytotoxischen Aktivit¨ at. Trotz statistischer Signiﬁkanz betrug diese jedoch im Mittel
nur 7% und resultierte daher nur in einer geringen Funktionseinschr¨ ankung der Zellen.
Dies war nicht mit einer ver¨ anderten NCR oder NKG2D Expression assoziiert, da die
Dichte dieser aktivierenden Rezeptoren von der kurzzeitigen MPA-Behandlung unbeein-
ﬂusst blieben. Daher scheinen NCR- bzw. NKG2D-unabh¨ angige Mechanismen involviert
zu sein. Im Unterschied dazu beschrieben Ohata et al. nach einw¨ ochiger MPA-Inkubation
mit 31,25 µM und 312,5 µM MPA eine um etwa 50% reduzierte auf nur noch 15 bzw.
10% verbleibende Zytotoxizit¨ at gegen K-562 und Daudi Zielzellen im 1:1 Ratio. Dies war
von einer Reduktion der NCRs und des NKG2D Rezeptors begleitet [172]. Die Diskrepanz
zu hier beschriebenen Daten erkl¨ art sich durch die sowohl deutlich l¨ angere Inkubations-
zeit als auch durch eine bis zu 30-mal h¨ ohere MPA-Konzentration. Zudem wurden frisch
isolierte NK-Zellen von Beginn der NK-Zell-Kultivierung mit dem Immunsuppressivum
koinkubiert, w¨ ahrend in hier vorgestellten Ergebnissen neun Tage IL-2 aktivierte NK-
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Zellen behandelt wurden.
Des Weiteren wurde sowohl von dieser als auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben,
dass unter IL-2 Stimulierung der Anteil der KIR negativen NK-Zellpopulation zunimmt
[115, 116, 173]. Durch die gleichzeitig erh¨ ohte NCR Expression scheint sich der Schwer-
punkt der zytotoxischen Aktivit¨ at auf die aktivierenden Rezeptoren zu verlagern. Eine
Wiedergewinnung der Expression inhibierender KIRs auf IL-2 aktivierten KIR negativen
Zellen durch eine MPA-Behandlung scheint nicht plausibel. Eissens et al. untersuchten
folglich den Eﬀekt von MPA auf frisch isolierte NK-Zellen w¨ ahrend des Expansionspro-
zesses. Sie best¨ atigten den Verlust der KIR Expression w¨ ahrend der Zytokinstimulation,
was durch eine Koinkubation mit MPA verhindert wurde, sodass MPA-behandelte NK-
Zellen den gleichen KIR-Ph¨ anotyp wie unstimulierte NK-Zellen zeigten [174].
Im Folgenden wurde versucht in vitro den Kontakt von stimulierten Spender-NK-Zellen
mit dem entsprechenden peripheren Blutplasma des Patienten zu stimulierten. Im Ge-
gensatz zu der alleinigen MPA-Inkubation hatte die 24-st¨ undige Inkubation der Spender-
NK-Zellen mit dem entsprechenden Patientenplasma, welches unmittelbar vor der NK-
Zell-Applikation entnommen wurde, eine deutlich st¨ arkere Reduktion der Zytotoxizit¨ at
zur Folge. Dies korrelierte zudem mit einer partiellen Reduktion der Rezeptordichte, die
im Fall der Expression des NKG2D Rezeptors in beiden NK-Zell-Subpopulationen signiﬁ-
kant reduziert wurde. Dabei ist jedoch zu bemerken, dass nur zwei der vier Patienten zum
Zeitpunkt der Immuntherapie und damit der Plasmaentnahme unter MMF-Behandlung
waren. Konzentrationsbestimmungen ergaben einen mittleren MPA-Plasmaspiegel von
1,19 µM unter MMF-Therapie, w¨ ahrend Patienten ohne immunsuppressive Medikation
einen MPA-Plasmalevel von im Mittel 0,35 µM aufzeigten. Die zytotoxische Aktivit¨ at der
Spender-NK-Zellen scheint daher neben dem therapeutisch relevanten MPA-Plasmalevel
noch durch andere Faktoren im Patientenplasma beeintr¨ achtigt zu werden. Es ist be-
kannt, dass hohe Plasmaspiegel des l¨ oslichen MICA (soluble MHC class I chain-related
antigen A, sMICA) Proteins zu einer Reduktion der NKG2D Oberﬂ¨ achenexpression und
zu einer Minderung der zytotoxischen Aktivit¨ at von NK-Zellen f¨ uhren. MICA ist einer
der Liganden des NKG2D Rezeptors, der auf Tumorzellen sowie stressinduzierten oder
virusinﬁzierten Zellen h¨ auﬁg ¨ uberexprimiert ist [72]. Im Rahmen von Tumor escape Me-
chanismen regulieren viele Tumorzellen die Oberﬂ¨ achenexpression von NKG2D Liganden
herunter oder es kommt zu einem sog. shedding, also einem Abl¨ osen der Liganden von
der Zelloberﬂ¨ ache [150, 175, 176]. So konnte in dem an einem Neuroblastom Stadium
IV erkranken Patienten (Tab. 3.2, Nr. 17) in dem zur NK-Zell-Inkubation verwendeten
Plasma ein hoher sMICA Spiegel von 133,65 pg/ml gemessen werden. Dies korreliert mit
Raﬀaghello et al. und Kloess et al. die ebenfalls deutlich erh¨ ohte sMICA Plasmalevel
in Neuroblastom-Patienten beschrieben [150, 177]. Dennoch repr¨ asentiert MICA neben
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MICB und den ULBP-Molek¨ ulen nur einen der zahlreichen NKG2D Liganden die im
Rahmen von Tumor escape Mechanismen die NK-Zell-Funktion beeintr¨ achtigen k¨ onnen.
So wird neben einem beschriebenen shedding von MICB [178] auch eine von Tumorzellen
freigesetzte l¨ osliche Form des NKp30 Liganden BAT3 vermutet [179].
Des Weiteren hatte die Inkubation mit Patientenplasma, welches w¨ ahrend einer einmali-
gen Steroidapplikation (1×2 mg/kgKG Prednisolon) entnommen wurde, die drastischste
Hemmung der Spender-NK-Zell-Zytotoxizit¨ at zur Folge. Die zytotoxische Aktivit¨ at von
neun Tage IL-2 stimulierten NK-Zellen gegen K-562 Zellen wurde nur durch eine 24-
st¨ undige Steroidplasma-Inkubation um die H¨ alfte von 66% auf nur noch verbleibende
34% reduziert. Dies ist in Korrelation zu Chiossone et al., die von Einschr¨ ankungen der
NK-Zell-Zytotoxizit¨ at, der NCR Rezeptorexpression, sowie von intrazellul¨ aren Signalmo-
lek¨ ulen wie STAT-1, -3, -5 und ERK1/2 nach in vitro Steroidbehandlung unter IL-2 und
IL-15 Stimulation berichteten [180]. Auch Vitale et al. beschrieben eine Funktionsein-
schr¨ ankung von ex vivo Steroid-behandelten NK-Zellen. Zudem demonstrierten sie ei-
ne Hemmung der NK-Zell-Funktionalit¨ at p¨ adiatrischer Patienten, die im Rahmen einer
GvHD-Therapie nach allogener SZT mit Steroiden behandelt wurden [181].
Zusammenfassend scheinen neben therapeutisch relevanten MPA-Plasmaspiegeln weite-
re immunsuppressiv-wirkende Plasmakomponenten eine Einschr¨ ankung der zytotoxischen
Funktionalit¨ at der Spender-NK-Zellen w¨ ahrend der Immuntherapie zu verursachen. Zu-
dem wird die durch eine 24-st¨ undige MPA-Behandlung verursachte Hemmung der NK-
Zell-Zytotoxizit¨ at vermutlich nicht durch eine Reduktion der NCR oder NKG2D Rezep-
torexpression reguliert.
5.2.3. Einﬂuss von MPA auf das Rezeptorrepertoire und die
NK-Zell-Mobilit¨ at
Die Aktivierung zytotoxischer Mechanismen wird durch ein Zusammenspiel von verschie-
denen Oberﬂ¨ achenmolek¨ ulen reguliert, von denen NCRs und der NKG2D Rezeptor zwar
eine wichtige, aber nicht exklusive Rolle spielen. Dazu z¨ ahlen neben diversen Korezep-
toren auch Zelladh¨ asionsmolek¨ ule, die sowohl einen Zell-Zell-Kontakt zwischen Eﬀektor-
und Zielzelle gew¨ ahrleisten als auch an der intrazellul¨ aren Weiterleitung aktivierender
Signale beteiligt sind [79, 82]. W¨ ahrend eines Langzeit-Mikroskopie Zeitraﬀerﬁlms konn-
te in vorliegender Arbeit eine deutliche Einschr¨ ankung der zytotoxischen Aktivit¨ at und
im Speziellen der Mobilit¨ at von MPA-behandelten Spender-NK-Zellen in Richtung eines
Neuroblastom Tumorsph¨ aroids beobachtet werden. Dies war zudem von einer abgerunde-
ten unpolaren Morphologie der NK-Zellen begleitet. Im Zuge dessen wurde die Expression
diverser in Zelladh¨ asion und Migration involvierter Oberﬂ¨ achenmolek¨ ule unter der MPA-
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Behandlung analysiert.
Die Zelladh¨ asionsmolek¨ ule LFA-1, MAC-1 und ICAM-1 haben neben der Funktion in
der Leukozyten-Adh¨ asion und -Migration auch eine wichtige Rolle in der Initiations-
und Eﬀektorphase von Immunzellen. Die Interaktion von Antigen-pr¨ asentierenden Zel-
len und Lymphozyten, aber auch der Kontakt von Eﬀektorlymphozyten und Zielzellen,
erfordert eine komplement¨ are Bindung von Adh¨ asionsmolek¨ ulen [51, 85, 87, 88]. In vor-
liegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der NK-Zellen mit IL-2 in
einer verst¨ arkten Expression der untersuchten Zelladh¨ asionsmolek¨ ule LFA-1, ICAM-1 und
DNAM-1 resultiert. Auch das L-Selektin CD62L, welches w¨ ahrend des Homings naiver
Lymphozyten in lymphatisches Gewebe und bei den Vorg¨ angen des ”Anhaftens und Rol-
lens“ w¨ ahrend der Leukozyten-Migration eine zentrale Rolle spielt [155], wurde im Lauf
der IL-2 Stimulation kurzzeitig in seiner Expression erh¨ oht, was sich jedoch bis zum neun-
ten Tag der Expansion wieder reduzierte. Ebenso wurden die in Leukozyten-Aktivierung
und Chemotaxis involvierten Chemokin-Rezeptoren CCR5 und CXCR3 [156, 157] in ihrer
zellul¨ aren Expression durch IL-2 erh¨ oht. Interessanterweise f¨ uhrte eine MPA-Exposition
mit der klinisch relevanten MPA-Konzentration von 10 µM w¨ ahrend des Expansionspro-
zesses hingegen zu einer deutlichen Inhibition der IL-2 induzierten Rezeptorexpression in
den NK-Zellen.
Allison et al. beobachteten bereits im Jahr 1993, dass die MPA-Behandlung von T-Zellen
oder Endothelzellen in Konzentrationen von 1 bis 10 µM zu einer deutlich reduzierten
Adh¨ asion der Lymphozyten f¨ uhrte, wobei die st¨ arkste Inhibition nach Behandlung beider
Zelltypen zu verzeichnen war [59]. Blaheta et al. beschrieben zudem eine deutlich vermin-
derte Expression des vaskul¨ aren Zelladh¨ asionsmolek¨ uls VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1), sowie der E- und P-Selektine in Lymphozyten und Endothelzellen, was in ei-
ner gehemmten Adh¨ asion und Penetration von T-Zellen resultierte [182]. Dies steht im Zu-
sammenhang damit, dass MPA durch die Hemmung des zentralen de novo Purinbiosynthe-
se Enzyms IMPDH in Lymphozyten zu einer Depletion von GTP-Nukleotiden f¨ uhrt [57].
Die Glykosylierung von Proteinen und Lipiden erfolgt durch Nukleotid-Zwischenstufen.
Dabei werden Fukose und Mannose durch Guanosin-Diphosphate (GDP) transferiert. Die
MPA-bedingte Depletion der Guanosin-Nukleotide f¨ uhrt damit in Lymphozyten zu einer
signiﬁkanten Hemmung der Glykosylierung von Glykoproteinen, zu denen auch zahlrei-
che Adh¨ asionsmolek¨ ule geh¨ oren [60]. Dieser Vorgang scheint auch die Ursache der hier in
NK-Zellen demonstrierten Hemmung von Adh¨ asionsmolek¨ ulen durch das Immunsuppres-
sivum MPA zu sein.
Neben der erh¨ ohten Expression von Zelladh¨ asionsmolek¨ ulen f¨ uhrte die IL-2 Stimulation
auch zu einer verst¨ arkten Expression von CD25, der α-Untereinheit des IL-2 Rezeptors,
welche Auskunft ¨ uber den Aktivierungszustand der NK-Zelle gibt und im Komplex mit
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der β- und γ-Untereinheit als Zytokinrezeptor (IL-2Rαβγ) eine hohe IL-2 Aﬃnit¨ at auf-
weist [90]. Werden die NK-Zellen jedoch w¨ ahrend der IL-2 Stimulation zus¨ atzlich mit
dem Immunsuppressivum MPA behandelt, scheint die IL-2-vermittelte Aktivierung der
NK-Zellen unterdr¨ uckt zu werden. Dies ¨ außerte sich unter anderem in einer massiv ge-
hemmten Hochregulierung der α-Untereinheit des hochaﬃnen IL-2 Rezeptors. Zudem
wurde die unter der IL-2 Stimulation beschriebene verst¨ arkte Expression des CD56 An-
tigens zur Ausbildung des prim¨ ar CD56bright NK-Zell-Ph¨ anotyps durch MPA inhibiert.
Des Weiteren unterdr¨ uckte MPA die durch IL-2 induzierte erh¨ ohte Expression des inhi-
bierenden NKG2A Rezeptors nach 6-t¨ agiger Stimulation vollst¨ andig. Auch Eissens et al.
beschrieben eine MPA-bedingte Hemmung des Zytokin-aktivierten NK-Zell-Ph¨ anotyps.
Die Koinkubation mit MPA w¨ ahrend der Zytokinstimulierung hatte keine Aktivierung
und erh¨ ohte Rezeptorexpression zur Folge und die MPA-behandelten NK-Zellen zeigten
den selben immunologischen Rezeptorph¨ anotyp wie unstimulierte NK-Zellen (vorwiegend
CD56dimNKG2A-KIR+NCR+/-) [174]. Diese Ergebnisse sind in Korrelation mit Barten
et al., die auch in T-Zellen eine MPA-induzierte Hemmung des aktivierten Ph¨ anotyps
anhand einer reduzierten CD25, CD11a und CD54 Expression demonstrierten [183]. Que-
meneur et al. beschrieben hingegen keinen Einﬂuss von 10 µM MPA auf die Expression der
Aktivierungsmarker CD25 und CD69 in Phytoh¨ amagglutinin (PHA) stimulierten Lym-
phozyten [184].
Interessanterweise hatte sowohl eine 24-st¨ undige MPA-Behandlung von bereits neun Tage
IL-2 aktivierten NK-Zellen als auch eine 4-t¨ agige MPA-Inkubation von bereits sechs Tage
stimulierten Zellen keinen Einﬂuss auf die Expression der beschriebenen Oberﬂ¨ achenmo-
lek¨ ule. Es scheint, dass bereits am sechsten Tag der IL-2 Stimulation der Aktivierungs-
prozess soweit in Gang ist, sodass eine r¨ uckwirkende sp¨ atere MPA-Behandlung keinen
inhibitorischen Eﬀekt mehr aus¨ ubt. Damit ¨ ubereinstimmend konnte bei einigen Rezepto-
ren auch ein Expressionsmaximum am sechsten Tag der Stimulation verzeichnet werden,
w¨ ahrend die Expression h¨ auﬁg bis zum Ende des Expansionszeitraums an Tag 9 wieder
abnahm. Dies korrelierte mit den zeitlichen Aktivierungsproﬁlen aller untersuchten zen-
tralen Signalmolek¨ ule, was im folgenden Kapitel weiterf¨ uhrend diskutiert wird (⊲ Kapitel
5.2.4). Der ausbleibende Einﬂuss von MPA auf die Konstitution diverser Oberﬂ¨ achenre-
zeptoren bereits stimulierter NK-Zellen steht jedoch im Gegensatz zu der w¨ ahrend des
Langzeit-Mikroskopie Zeitraﬀerﬁlms beobachteten, massiv eingeschr¨ ankten Mobilit¨ at und
ver¨ anderten Morphologie nach nur 24-st¨ undiger MPA-Exposition von neun Tage IL-2
vorstimulierten Spender-NK-Zellen. Demnach scheinen vermutlich andere in die NK-Zell-
Mobilit¨ at und -Polarit¨ at involvierte Mechanismen durch MPA beeinﬂusst zu werden. In
diesem Zusammenhang sollte in zuk¨ unftigen Untersuchungen die Expression weiterer In-
tegrine sowie Chemokin-Rezeptoren evaluiert werden.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die ex vivo Stimulation von NK-Zellen mit
dem Zytokin IL-2 in einer Ausbildung eines aktivierten NK-Zell-Ph¨ anotyps resultiert, was
durch eine erh¨ ohte Expression diverser in Zelladh¨ asion, Migration und Zytotoxizit¨ at in-
volvierter Oberﬂ¨ achenmolek¨ ule gekennzeichnet war. Diese Zytokin-induzierte Aktivierung
wurde bei gleichzeitiger MPA-Behandlung hingegen teilweise bis vollst¨ andig inhibiert. Im
Gegensatz dazu hatte die MPA-Behandlung von IL-2 vorstimulierten NK-Zellen keinerlei
Einﬂuss auf den bereits ausgebildeten aktivierten NK-Zell-Ph¨ anotyp.
5.2.4. Beeinﬂussung intrazellul¨ arer Signalkaskaden und der
Zytokin/Chemokin-Sekretion
Die Aktivierung intrazellul¨ arer Signalkaskaden erfolgt unter dem komplexen Zusammen-
spiel von aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren nach Ligandenkontakt sowie unter
der Einwirkung von Zytokinen. NK-Zellen k¨ onnen durch verschiedene Zytokin-Stimuli ak-
tiviert werden unter denen IL-2, -12, -15, -18, -21 und Typ-I Interferone wie IFN-α und
-β zu den Wichtigsten z¨ ahlen [106, 185]. In vorliegender Arbeit wurde das Zytokin IL-2
zur Stimulation der NK-Zellen verwendet. Der IL-2 Rezeptor (IL-2R) setzt sich aus einer
α- (CD25), β- (CD122) und einer γ-Untereinheit (CD132) zusammen, wobei der aus allen
Dreien bestehende IL-2Rαβγ Komplex die h¨ ochste IL-2 Aﬃnit¨ at besitzt. W¨ ahrend die
α-Untereinheit die hochaﬃne Zytokinbindung vermittelt, erfolgt die intrazellul¨ are Signal-
transduktion durch die zytoplasmatischen Dom¨ anen der β- und γ-Untereinheiten [96, 186].
IL-2 hat ¨ uberlappende Funktionen mit den Zytokinen IL-4, -7, -9, -15 und -21, da die je-
weiligen Zytokinrezeptoren ebenfalls ¨ uber eine γ-Untereinheit verf¨ ugen. IL-2 und IL-15
teilen zudem auch die dementsprechend bezeichnete IL2/15Rβ Untereinheit, was in der
st¨ arksten Analogie der biologischen Aktivit¨ aten beider Zytokine resultiert [90].
Die zellul¨ aren Prozesse werden durch ein komplexes Netzwerk von Zytokinen reguliert,
wobei viele davon auch redundante Funktionen haben. Da ein einziges Zytokin viele ver-
schiedene Signalmolek¨ ule stimulieren kann und auch umgekehrt ein Signalmolek¨ ul durch
diverse Zytokine aktiviert wird, kann einem einzelnen Zytokin oder Signalmolek¨ ul nicht
eine exklusive Funktion zugeordnet werden. Wie bereits im Kapitel 1.5.1 der Einleitung
beschrieben und in Abbildung 1.11 schematisch dargestellt, erfolgt die Transduktion akti-
vierender Signale ¨ uber den Jak/STAT-Signalweg, den MAPK/ERK-Signalweg und durch
die Aktivierung der PI3K/AKT-Signalkaskade. Diese Signalwege k¨ onnen sowohl durch
eine Ligandenbindung aktivierender NK-Zell-Rezeptoren aktiviert werden – auch im Zu-
sammenspiel mit Zelladh¨ asionsmolek¨ ulen wie den Integrinen – aber auch durch die Zyto-
kinbindung eines Zytokinrezeptors. Dies resultiert zudem in der Aktivierung des Zytokin-
induzierten Jak/STAT-Signalwegs. Da in vorliegender Arbeit die Aktivierung dieser Si-
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gnalwege unter alleinigem IL-2 Stimulus – ohne bestehenden Zielzellkontakt – untersucht
wurde, lag der Fokus der Untersuchungen auf die durch das Zytokin IL-2 vermittelte In-
duktion der intrazellul¨ aren Signalkaskaden.
IL-2 ist einer der prominentesten Aktivatoren von NK-Zellen. Es f¨ ordert sowohl in T- als
auch in NK-Zellen das Zell¨ uberleben und die Proliferation, w¨ ahrend die F¨ orderung der
Zytotoxizit¨ at nur auf NK-Zellen beschr¨ ankt ist. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt,
dass die Zytokinbindung des IL-2 Rezeptors die Phosphorylierung und Aktivierung von
STAT-3 und STAT-5 in T- und NK-Zellen induziert [187, 188] aber STAT-4 ausschließlich
in NK-Zellen [92, 189] und NK-¨ ahnlichen T-Zellen aktiviert wird [190]. Wang et al. pos-
tulierten folglich, dass die STAT-4 Aktivierung mit der speziﬁsch in NK-Zellen durch IL-2
induzierten zytotoxischen Aktivit¨ at assoziiert ist [92]. Auch eine Expressionssteigerung
des IL-12 Rezeptors, der eine wichtige Rolle bei der STAT-4 Signaltransduktion spielt,
wurde durch IL-2 in NK-Zellen gezeigt [189]. Braunschweig et al. beschrieben jedoch auch
den direkten Zusammenhang der STAT-3 Expression mit der zytotoxischen Aktivit¨ at von
NK92 Zellen unter IL-2 Stimulation. So f¨ uhrte die Blockierung von STAT-3 mit small
interfering RNAs (siRNA) zu einer signiﬁkanten Reduktion der NK-Zell-Zytotoxizit¨ at
gegen K-562 Zellen und einer reduzierten IL-10 Sekretion [96]. Da die Signalmolek¨ ule
STAT-1, -3 und -5 in verschiedenen Zelltypen durch eine Vielzahl von Zytokinen aktiviert
werden k¨ onnen, wird diesen Molek¨ ulen eine Regulation von zentralen, zell¨ ubergreifenden
Funktionen wie Wachstum und ¨ Uberleben zugesprochen. Andere Signalmolek¨ ule wie z.B.
STAT-4 scheinen nur in bestimmten Zellen durch vereinzelte Zytokin-Stimuli aktiviert zu
werden [191].
In vorliegender Arbeit wurde anhand einer Phosphorylierungs-Kinetik die Aktivierung
einiger zentraler Signalmolek¨ ule in NK-Zellen unter IL-2 Stimulation verfolgt. Die ex vivo
IL-2 Stimulation der NK-Zellen f¨ uhrte zu einer Phosphorylierung von STAT-3, STAT-
4 und STAT-5 sowie von ERK1/2 und der Proteinkinase AKT. Dies verdeutlicht eine
Aktivierung aller drei diskutierten Signalkaskaden. Die Aktivierung der Signalmolek¨ ule
erfolgte innerhalb der ersten 24 h der IL-2 Stimulierung, zeigte jedoch ihren H¨ ohepunkt
erst nach 6-t¨ agiger Kultivierung. Wie im Rahmen der hier beschriebenen NK-Zell-Studie
von Huenecke et al. und in vorliegender Arbeit (⊲ Kapitel 4.1.4 und 4.2.5) demonstriert,
sekretieren NK-Zellen im Lauf der IL-2 ex vivo Expansion eine Vielzahl von Zytokinen
und Chemokinen [115].
Neben IL-2 verm¨ ogen auch andere Zytokine NK-Zellen zu aktivieren. So beschrieben z.B.
Kalina et al., dass durch die Stimulation der NK-Zelllinie NK92 mit IL-18 STAT-3 und
ERK1/2 aber nicht STAT-5 aktiviert werden. Dies war von einer erh¨ ohten zytotoxischen
Aktivit¨ at gegen K-562 Zellen und einer vermehrten IFN-γ Produktion begleitet, was durch
speziﬁsche MAPK/ERK Inhibitoren blockiert werden konnte und so die Vermittlung der
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zytotoxischen Aktivit¨ at ¨ uber diesen Signalweg verdeutlicht. W¨ ahrend die Proliferation
der NK92 Zellen durch IL-18 nicht beeinﬂusst wurde, hatte die speziﬁsche Inhibition des
Jak/STAT-Signalwegs w¨ ahrend der IL-2 Stimulation eine vollst¨ andige Inhibition der NK-
Zell-Proliferation zur Folge [192]. Dies wurde ebenfalls von Yao et al. gezeigt [193]. Auch
IL-21 verursachte in prim¨ aren NK-Zellen eine STAT-1 und STAT-3 Aktivierung was von
einer verst¨ arkten zytotoxischen Aktivit¨ at gegen K-562 Zellen begleitet war [194].
Da im Lauf des IL-2 stimulierten NK-Zell-Expansionsprozesses auch diverse andere Zyto-
kine und Chemokine produziert wurden, kann nicht unterschieden werden, ob die Aktivie-
rung der Signalkaskaden durch IL-2 selbst oder durch andere von NK-Zellen sekretierten
Zytokine erfolgte. Die wichtigsten NK-Zell-aktivierenden Zytokine wie IL-12, -15, -18, -
21, IFN-α und -β werden jedoch nicht oder nur gering von NK-Zellen selbst, sondern
haupts¨ achlich von Antigen-pr¨ asentierenden Zellen sekretiert [10, 106, 195], wodurch dem-
nach eine prim¨ ar durch IL-2 induzierte Aktivierung der Signalkaskaden vermutet werden
kann. Interessanterweise korreliert zudem das Aktivierungsproﬁl der Signalmolek¨ ule mit
dem ebenfalls am sechsten Tag der IL-2 Stimulation beschriebenen H¨ ohepunkt der ex vivo
Zytokin- und Chemokin-Sekretion w¨ ahrend des Expansionsprozesses. Diese enge zeitli-
che Korrelation verdeutlicht, dass die Regulation der Zytokin-Produktion und -Sekretion
durch die Aktivierung der hier untersuchten Signalmolek¨ ule erfolgte.
Nachdem die Aktivierung der untersuchten Signalkaskaden in NK-Zellen durch die IL-2
Stimulation demonstriert werden konnte, wurde im Weiteren untersucht, ob die durch das
Immunsuppressivum MPA beobachtete Hemmung der NK-Zell-Funktionalit¨ at – insbeson-
dere der Proliferation, Zytotoxizit¨ at und Zytokin-Sekretion – durch eine Beeintr¨ achtigung
der intrazellul¨ aren Signalwege induziert wurde. In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt
werden, dass die Behandlung von prim¨ aren NK-Zellen mit therapeutisch relevanten MPA-
Konzentrationen zu einer massiven Beeintr¨ achtigung der drei zentralen intrazellul¨ aren
Signalkaskaden f¨ uhrte. W¨ ahrend die im Zuge der IL-2 Stimulierung beschriebene Phos-
phorylierung durch die Koinkubation mit 10 µM MPA die Aktivierung der Proteinkinase
AKT sowie STAT-3 und STAT-5 deutlich in ihrer Aktivierung hemmte, f¨ uhrte die MPA-
Behandlung sogar zu einer vollst¨ andigen Blockierung der ERK1/2 und STAT-4 Aktivie-
rung.
Sowohl STAT-3 also auch die Proteinkinase AKT regulieren die Proliferation, das Wachs-
tum und vor allem das ¨ Uberleben der NK-Zellen [93, 188]. Wie in vorliegender Arbeit
demonstriert, wurde die Proliferation der NK-Zellen trotz andauernder IL-2 Stiumulati-
on nach MPA-Exposition vollst¨ andig inhibiert. Zudem starb ein Großteil der NK-Zellen
innerhalb der ersten drei bis sechs Tage ab, was von einer massiven Reduktion der Zahl
vitaler Zellen gekennzeichnet war. Dies steht vermutlich im Zusammenhang mit der MPA-
induzierten Inhibierung der AKT Kinase, die neben der Regulierung von Proliferation und
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Wachstum einen der wichtigsten Mediatoren des Zell¨ uberlebens darstellt.
Der MAPK/ERK-Signalweg sowie die Aktivierung von STAT-4 sind in NK-Zellen nicht an
der Regulierung von Proliferation, sondern an der potenten Induktion zytotoxischer Eﬀek-
tormechanismen beteiligt [92, 94]. Dies korreliert mit Eissens und Ohata et al., die durch
eine 6-t¨ agige MPA-Inkubation eine signiﬁkante Reduktion der zytotoxischen Aktivit¨ at von
NK-Zellen gegen K-562 und Daudi Zellen beschrieben [172, 174]. Demnach werden neben
Proliferations- auch Zytotoxizit¨ ats-vermittelnde Signalkaskaden durch MPA inhibiert.
Auch andere Immunsuppressiva scheinen mit intrazellul¨ aren Signalkaskaden in NK-Zellen
zu intervenieren. So beschrieben Chiossone et al. eine durch das Corticosteroid Methyl-
prednisolon induzierte Hemmung der durch IL-2 vermittelten Phosphorylierung der Si-
gnalmolek¨ ule STAT-1, STAT-3 und STAT-5 sowie eine Hemmung der ERK1/2 Phospho-
rylierung, der Perforin-Aussch¨ uttung und der NK-Zell-Zytotoxizit¨ at [180].
Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit durch das Immunsuppressivum MPA eine
deutliche Inhibition der IL-2 induzierten Zytokin- und Chemokin-Sekretion der NK-Zellen
im Lauf des ex vivo Expansionsprozesses demonstriert werden. Die Zytokin-Sekretion wur-
de fast vollst¨ andig durch die MPA-Behandlung blockiert, was zudem von einer deutlich
reduzierten Zellzahl begleitet war. Dies ist in Korrelation zu Nagy et al., die in humanen
Lymphozyten nach 48-st¨ undiger MPA-Inkubation eine reduzierte Produktion von IL-2,
-3, -4, -5, -6, -10, IFNγ und TNF-α beschrieben [196]. Auﬀallend war zudem, dass in der
MPA-behandelten NK-Zell-Kultur ¨ uber die gesamte Dauer der Kultivierung die hohen
Mengen an zugef¨ ugtem IL-2 nicht reduziert wurden, w¨ ahrend unbehandelte NK-Zellen
das IL-2 zu verbrauchen bzw. es zu ”verstoﬀwechseln“ schienen. Auch dies l¨ asst auf eine
durch MPA verursachte Hemmung der IL-2 induzierten Signaltransduktion schließen.
Den Startpunkt dieser durch IL-2 vermittelten Signaltransduktion stellt der IL-2 Rezep-
tor dar. W¨ ahrend die α-Kette (CD25) die hochaﬃne Zytokinbindung vermittelt, erfolgt
die intrazellul¨ are Signaltransduktion durch die β- und γ-Untereinheit des IL-2 Rezeptors.
Zwar kann auch die β-Untereinheit IL-2 binden, jedoch mit einer deutlich geringeren Aﬃ-
nit¨ at [90, 96, 186]. Wie im vorangegangenen Kapitel 5.2.3 beschrieben, wurde CD25 unter
IL-2 Stimulation bis zum sechsten Expansionstag deutlich verst¨ arkt exprimiert. Durch
die MPA-Behandlung wurde dies jedoch gehemmt, wodurch die Ausbildung des hochaf-
ﬁnen IL-2αβγ-Rezeptors unterbunden wurde (⊲ Abb. 5.3 A). Somit scheint die IL-2 in-
duzierte Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskaden derart gest¨ ort, dass diese trotz
hoher Mengen IL-2 in der Kultur nicht oder nur in reduzierter Form erfolgen kann. Da
die untersuchten Signalmolek¨ ule nicht ausschließlich durch IL-2 aktiviert werden k¨ onnen,
k¨ onnte auch eine weitere Ursache der inhibierten NK-Zell-Funktionalit¨ at in der durch
MPA-reduzierten Zytokin-Sekretion liegen. Damit w¨ are die Zytokin-vermittelte Signal-
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transduktion anderer Zytokinrezeptoren ebenfalls gehemmt (⊲ Abb. 5.3 B). Naheliegend
w¨ are auch eine Hemmung der α-Untereinheit anderer Zytokinrezeptoren oder auch der
β- (CD122) oder γ- (CD132) Untereinheiten des IL-2 Rezeptors (⊲ Abb. 5.3 C), da diese
auch von anderen Zytokinrezeptoren wie IL-4, -7, -9 und -21 (γ-Untereinheit) und IL-
15 (β- und γ-Untereinheit) exprimiert werden. Zuk¨ unftige Untersuchungen sollten daher
auch die Expression der β- und γ-Untereinheit des IL-2 Rezeptors nach MPA-Inkubation
beleuchten, um zu erfahren, ob neben der durch IL-2 induzierten Signalkaskade auch die
Signalweiterleitung anderer Zytokine durch MPA beeinﬂusst wird.
Abbildung 5.3: Hypothese der durch MPA gehemmten Aktivierung von Signalkaskaden.
A) Durch die inhibierte Expression der α-Untereinheit (CD25) wird die Ausbildung des hochaﬃnen
IL-2αβγ-Rezeptors durch MPA unterdr¨ uckt. Somit wird die durch IL-2 vermittelte Signaltransduktion
derart gest¨ ort, dass trotz hoher Mengen IL-2 die Signalmolek¨ ule partiell (AKT, STAT-3, STAT-5) oder
auch vollst¨ andig (ERK1/2, STAT-4) in ihrer Aktivierung gehemmt werden. B) Als alternatives Modell
w¨ are auch eine Hemmung der durch andere Zytokine vermittelte Signaltransduktion anderer Rezeptoren
aufgrund der durch MPA-inhibierten Zytokin-Sekretion m¨ oglich. C) Erg¨ anzend k¨ onnte die Expression
der α-Untereinheit anderer Zytokinrezeptoren oder der von sowohl dem IL-2R als auch von Rezeptoren
f¨ ur IL-4, -7, -9 und -21 exprimierten γ-Untereinheit, bzw. den IL-15R betreﬀend β- und γ-Untereinheit,
gehemmt werden. Auch diese Faktoren k¨ onnten zu der gest¨ orten Signaltransduktion beitragen (Eigene
Abbildung).
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Interessanterweise hatte jedoch weder eine 24-st¨ undige noch eine 4-t¨ agige MPA-Exposition
von bereits IL-2 vorstimulierten NK-Zellen einen negativen Einﬂuss auf die ex vivo Zytokin-
Sekretion. Demnach scheinen die in die Zytokin-Produktion involvierten Signalkaskaden
(z.B. STAT-5, MAPK/ERK) bis zum sechsten Tag bereits soweit aktiviert, dass eine
r¨ uckwirkende Behandlung mit MPA keine inhibitorische Wirkung mehr aus¨ ubt. Dies kor-
reliert mit den zeitlichen Aktivierungsproﬁlen der Signalmolek¨ ule, die am sechsten Tag
der IL-2 Stimulation die h¨ ochste Phosphorylierungsintensit¨ at aufzeigten.
Des Weiteren entsprach auch das CD25 Expressionsproﬁl dabei dem identischen zeitlichen
Aktivierungsproﬁl der untersuchten Signalmolek¨ ule. Sowohl die CD25 Expression als auch
die Aktivierung der Signalmolek¨ ule hatte ihren H¨ ohepunkt am sechsten Tag der IL-2 Sti-
mulation. Dies l¨ asst einen direkten Zusammenhang vermuten. Man weiß, dass IL-2 den
STAT-5 Signalweg in NK-Zellen aktiviert und eines der STAT-5 Zielgene ist wiederum
CD25, die α-Kette des IL-2 Rezeptors [91]. Dies k¨ onnte somit Ursache des identischen
zeitlichen Aktivierungsmusters der CD25 Expression und der STAT-5 Aktivierung sein.
Sowie die MPA-Behandlung bereits aktivierter NK-Zellen keinen Eﬀekt auf die Zytokin-
Sekretion hatte, so wurde auch die CD25 Expression auf bereits vorstimulierten NK-Zellen
durch eine MPA-Behandlung f¨ ur 24 h oder 4 Tage nicht reduziert. Auch Qu´ emen´ eur et
al. haben in sieben Tage durch Phytoh¨ amagglutinin (PHA) und IL-2 voraktivierten Lym-
phozyten keine Inhibition der CD25 Expression durch MPA beobachten k¨ onnen [184].
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass die
durch das Zytokin IL-2 induzierte intrazellul¨ are Signaltransduktion durch das Immunsup-
pressivum MPA massiv beeinﬂusst wird. Dies ¨ außerte sich in einer partiell bis vollst¨ andig
inhibierten Phosphorylierung zentraler Signalmolek¨ ule wie STAT-3, -4 und -5 (Jak/STAT-
Signalweg), der MAP-Kinase ERK1/2 (MAPK/ERK-Signalweg) und der Proteinkinase
AKT (PI3K/AKT-Signalweg). Dadurch wurden die durch IL-2 gef¨ orderten Zellprozesse
wie das ¨ Uberleben, die Proliferation und die zytotoxische Aktivit¨ at der NK-Zellen dras-
tisch gehemmt. Dies steht vermutlich im Zusammenhang mit einer reduzierten Expressi-
on der IL-2Rα Untereinheit (CD25), wodurch die Ausbildung des hochaﬃnen IL-2αβγ-
Rezeptors auf der Zelloberﬂ¨ ache verhindert wurde. Demzufolge scheint die eingeschr¨ ankte
NK-Zell-Eﬀektorfunktion Ursache einer durch MPA gest¨ orten IL-2 Signaltransduktion zu
sein.
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5.3. Schlussfolgerung f¨ ur die klinische Anwendung
5.3.1. Klinische Studien mit haploidenten NK-Zellen als
Immuntherapie
Bei der haploidenten SZT mit CD3/CD19-depletierten Stammzelltransplantaten werden
dem Patienten hohe Mengen an potentiell alloreaktiven NK-Zellen verabreicht [26, 47].
Diese sollen bereits w¨ ahrend der Aplasiephase unmittelbar nach SZT eine Immunkom-
petenz und einen GvL/T-Eﬀekt gegen residuale Tumorzellen vermitteln. Untersuchungen
von Miller et al. berichten jedoch von einem sich auf die NK-Zell-Funktionalit¨ at nega-
tiv auswirkenden Eﬀekt des zur Stammzellmobilisierung verwendeten Wachstumsfaktors
G-CSF (Neupogen➤). Somit scheint die Immunkompetenz im Hinblick auf die Prolifera-
tion und die Zytotoxizit¨ at von NK-Zellen aus G-CSF stimulierten Leukapherisaten einge-
schr¨ ankt zu sein [137]. Zudem dominiert bei den in den ersten Monaten nach h¨ amatopoeti-
scher SZT rekonstituierten NK-Zellen prim¨ ar ein CD56brightCD16dim/- NK-Zell-Ph¨ anotyp
im peripheren Blut der Patienten ¨ uber dessen Reifungsgrad und zytotoxische Kompetenz
zum Teil widerspr¨ uchliche Ergebnisse publiziert wurden. Dulphy et al. beschreiben den
nach HLA-identer h¨ amatopoetischer SZT vorherrschenden CD56brightCD16dim/- Ph¨ anotyp
mit erh¨ ohter NKp46, NKG2D aber auch CD94/NKG2A Expression, was jedoch nicht von
einer ver¨ anderten Funktionalit¨ at der beiden Subpopulationen begleitet war [197]. Cooley
et al. und Nguyen et al. berichten hingegen von der Dominanz eines unreifen CD56bright
KIRneg NK-Zell-Ph¨ anotyps mit verst¨ arkter CD94/NKG2A Expression und von einer stark
eingeschr¨ ankten zytotoxischen Funktionalit¨ at dieser fr¨ uh nach haploidenter SZT immun-
rekonstituierten NK-Zellen [198, 199]. Somit k¨ onnte ein fr¨ uhzeitiger Einsatz von Immun-
therapien mit hochfunktionalen NK-Zellen diese Einschr¨ ankungen in der Immunkompe-
tenz und Funktionalit¨ at der NK-Zellen in der fr¨ uhen Phase nach h¨ amatopoetischer SZT
¨ uberbr¨ ucken und eine F¨ orderung des GvL/T-Eﬀekts im Patienten bewirken.
In ersten klinischen Phase I/II Studien wurden sowohl unstimulierte als auch durch Zyto-
kine aktivierte allogene NK-Zellen zur Behandlung von Hochrisikopatienten mit diversen
malignen Erkrankungen verwendet. Dabei ist die Zytokin-Aktivierung entweder w¨ ahrend
einer ex vivo Kultivierung der NK-Zellen oder durch Zytokin-Applikation w¨ ahrend eines
in vivo Expansionsprozesses im Patienten erfolgt. Die folgende Tabelle zeigt Beispiele f¨ ur
die klinische Anwendung von haploidenten CD3-CD56+ NK-Zellen in Kombination mit
und unabh¨ angig von einer h¨ amatopoetischer SZT (⊲ Tab. 5.1).
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Tabelle 5.1: Protokolle verschiedener NK-Zell-Studien.
Applikation nach h¨ amatopoetischer SZT
Autor Protokoll Patienten Dosis*[/KG] Erkrankung
Uharek et al.
2003 [130, 200]
haploidente NK, IL-2 stim. f¨ ur 1–2 d 6 7,6×106 ALL, AML,
CML, MH
Koehl et al.
2004 [129]
haploidente NK, IL-2 stim. f¨ ur 14 d und
2–3×IL-2 s.c. f¨ ur 4–6 wk (bis zu 3
DLIs)
3,
6 DLIs
10,7×106 ALL, AML
Passweg et al.
2004 [201]
haploidente NK, mehrere unstim.
Gaben
5,
9 DLIs
9,3×106 AML, CML
Koehl et al.
2006 [130, 202]
haploidente NK, mehrere unstim.
Gaben
7,
12 DLIs
12,6×106 ALL, AML,
NB, MH, RMS
Applikation ohne SZT, aber nach voll-/teilmyeloablativer Konditionierung
Miller et al.
2005 [132]
haploidente NK, IL-2 stim. ¨ u.N. und
6× IL-2 s.c. f¨ ur 14 d
43 8,5×106 AML, NZK,
M, MH
Rubnitz et al.
2010 [131]
haploidente NK, unstim., 6×IL-2 s.c. 10 29,0×106 AML
Bachanova et
al. 2010 [203]
haploidente NK, IL-2 stim. 8–16 h und
6× IL-2 s.c. f¨ ur 14 d
6 21,0×106 NHL
Geller et al.
2011 [204]
haploidente NK, IL-2 stim. ¨ u.N. und
6× IL-2 s.c. f¨ ur 14 d
20 21,6×106 OK, MK
Curti et al.
2011 [205]
haploidente NK, unstim., 6×IL-2 s.c.
f¨ ur 14 d
13 2,7×106 AML
ALL: Akute lymphatische Leuk¨ amie, AML: Akute myeloische Leuk¨ amie, CML: Chronische myeloische Leuk¨ amie,
d: Tage, DLI: donor lymphocyte infusion (Spender-Lymphozyten-Infusion), KG: kg/K¨ orpergewicht, M: metastasierendes
Melanom, MH: Morbus Hodgkin, MK: Mammakarzinom, NB: Neuroblastom, NHL: Non-Hodgkin-Lymphom, NK:
NK-Zellen, NZK: Nierenzellkarzinom, OK: Ovarialkarzinom, RMS: Rhabdomyosarkom, s.c.: subkutane Injektion, stim.:
stimuliert, SZT: Stammzelltransplantation, unstim.: unstimuliert, ¨ u.N.: ¨ uber Nacht, wk: Woche, *Dosis entspricht dem
Median.
Bisher konnte sowohl die Machbarkeit der Aufreinigung nach GMP-Bedingungen als auch
die Sicherheit der Infusion von unstimulierten und ex vivo Zytokin-stimulierten Spender-
NK-Zellen nach haploidenter SZT demonstriert werden. Hierbei zeigten Passweg et al.
und Koehl et al., dass NK-Zell-Produkte zur klinischen Applikation mittels einer CD3-
Depletion und darauﬀolgender CD56-Selektion eine Reinheit von 95% mit einer kontami-
nierenden T-Zell-Menge von unter 0,1% erreichten [130, 206]. Koehl et al. demonstrierten
zudem die Machbarkeit der ex vivo IL-2 Stimulation unter GMP-Bedingungen, was mit ei-
ner 5-fachen NK-Zell-Expansion und einer signiﬁkant gesteigerten zytotoxischen Aktivit¨ at
einherging [115, 134]. Zudem wurden weder nach unstimulierten noch nach IL-2 stimu-
lierten NK-Zell-Infusionen schwerwiegende Nebenwirkungen oder die Entstehung einer
schweren akuten oder chronischen GvHD beobachtet. Die klinische Applikation haploi-
denter NK-Zellen erfolgte in anderen Therapieprotokollen auch unabh¨ angig von einer
h¨ amatopoetischen SZT. Dabei wurden, wie von Miller et al., Bachanova et al. und Gel-
ler et al. beschrieben, sowohl ¨ uber Nacht IL-2 stimulierte NK-Zellen als auch, wie von
Rubnitz et al. und Curti et al. publiziert, frisch isolierte unstimulierte NK-Zellen den
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Patienten verabreicht. Im Rahmen dieser Studien wurde auch eine sichere in vivo NK-
Zell-Expansion durch subkutane IL-2 Injektionen demonstriert [131, 132, 203–205].
Aufgrund des im Vergleich zu T-Zell-DLIs erh¨ ohten Aufwands der NK-Zell-Aufreinigung
und -Expansion, sind NK-Zell-Therapien dennoch bisher nur in relativ kleinen Patienten-
kohorten durchgef¨ uhrt worden. Daher kann neben einer sicheren Applikation und trotz
vereinzelter vielversprechender Erfolge noch keine endg¨ ultige Prognose ¨ uber die Eﬀekti-
vit¨ at der NK-Zell-basierten Immuntherapien in Bezug zu Remissionsstatus und ¨ Uberleben
getroﬀen werden.
5.3.2. Bewertung der Sicherheit der NK-Zell-Applikation
Im Unterschied zu T-Zellen scheinen NK-Zellen gesundes Empf¨ angergewebe nicht zu
sch¨ adigen und l¨ osen daher keine oder nur eine milde GvHD aus. So konnten Ruggeri
et al. im Mausmodell zeigen, dass hohe Mengen alloreaktiver NK-Zellen einen GvL/T-
Eﬀekt aus¨ uben ohne eine GvHD zu induzieren. Zudem wurde den alloreaktiven NK-Zellen
im Zusammenhang mit der Eliminierung von Empf¨ anger-dendritischen Zellen eine pro-
tektive Rolle zur Pr¨ avention einer GvHD zugesprochen [117]. Dabei richten sich NK-
Zellen gegen unreife aktivierte dendritische Zellen, die im Lauf der Initialisierung einer
GvHD eine zentrale Rolle bei der Aktivierung von Spender-T-Zellen durch Pr¨ asentation
von Empf¨ angerantigenen beinhalten [127, 128]. Huenecke et al. zeigten bereits im Rah-
men der in Frankfurt a.M. laufenden NK-Zell-Studie, dass selbst die Infusionen hoher
NK-Zell-Dosen von bis zu 60×106/kgKG nicht zu der Entstehung einer GvHD f¨ uhr-
ten, solange die kontaminierende T-Zell-Menge <50.000 T-Zellen/kg KG betrug [115].
Die im Lauf dieser Dissertation weitergef¨ uhrten Untersuchungen best¨ atigten diese Er-
gebnisse, obgleich in 75% der Patienten ein KIR-Liganden Mismatch in Richtung eines
f¨ orderlichen GvL/T-Eﬀekts und somit auch einer GvHD Entstehung vorlag. Trotz hoher
NK-Zell-Dosen entwickelten nur zwei der 16 Patienten eine GvHD > Grad II, was in einem
Fall auf eine kontaminierende T-Zell-Menge von >50.000/kg KG in einem unstimulierten
NK-Zell-Produkt zur¨ uckzuf¨ uhren war und in dem anderen Fall mit der h¨ ochsten verab-
reichten T-Zell-Dosis im Stammzellpr¨ aparat assoziiert war (⊲ Tab. 4.1 und 4.2). Patienten
mit IL-2 stimulierten NK-Zell-Applikationen zeigten nach NK-Zell-Infusion entweder kei-
ne oder nur eine milde Form der GvHD, die sich in leichten Hautr¨ otungen (unspeziﬁsches
makul¨ ares Exanthem) ¨ außerte. Dies war interessanterweise unabh¨ angig von der mit der
NK-DLIIL-2 stim verabreichten T-Zell-Dosis die einmalig sogar 98,3×103 T-Zellen/kg KG
betrug. Dies k¨ onnte mit einem beschriebenen Funktionsverlust von ex vivo expandierten
T-Zellen im Zusammenhang stehen [207, 208].
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Dass trotz bestehendem KIR-Liganden Mismatch die Infusion hoher Dosen alloreakti-
ver NK-Zellen nicht zu einer Ausl¨ osung einer GvHD f¨ uhrt, unterst¨ utzt die These, dass ein
alleiniges Fehlen des inhibierenden KIR-Liganden f¨ ur die NK-Zell-Aktivierung nicht aus-
reichend ist. Es wird zudem ein aktivierendes Signal zur Induktion der zytotoxischen Akti-
vit¨ at ben¨ otigt. Die meisten Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren beﬁnden sich auf
stressinduzierten, virusinﬁzierten, transformierten oder h¨ amatopoetischen Zellen [79, 86].
So wurde von einer Resistenz von ALL-Blasten gegen alloreaktive NK-Zellen berichtet,
wenn diese eine verminderte Expression des auf h¨ amatopoetischen Zellen vorkommenden
Zelladh¨ asionsmolek¨ uls LFA-1 auf ihrer Zelloberﬂ¨ ache zeigten [45]. Die fehlende Expressi-
on von aktivierenden NK-Zell-Liganden auf nicht-h¨ amatopoetischem, gesundem Gewebe
vermag daher eine der Ursachen sein, warum potentiell alloreaktive NK-Zellen selbst im
haploidenten Stammzellsetting gesundes Empf¨ angergewebe nicht sch¨ adigen und daher
schwerwiegende GvH-Erkrankungen ausbleiben [125].
Des Weiteren wurde speziell der Einﬂuss von IL-2 stimulierten NK-Zell-Pr¨ aparaten eva-
luiert. Die ex vivo IL-2 Stimulation war von einer signiﬁkanten Steigerung der NK-Zell-
Funktionalit¨ at begleitet, was mit einer gesteigerten Zytokin- und Chemokin-Produktion
und einer erh¨ ohten zytotoxischen Aktivit¨ at einherging. Um einen Zellverlust zu vermei-
den, wurden die IL-2 expandierten NK-Zell-Produkte vor Applikation nicht gewaschen.
Demnach wurden dem Patienten die gesamten im Lauf der ex vivo NK-Zell-Expansion
sekretierten Zytokine und Chemokine koappliziert. Trotz einer erhoﬀten Steigerung des
GvL/T-Eﬀektes d¨ urfen potentielle Risikofaktoren einer Zelltherapie mit stimulierten NK-
Zellen nicht außer Acht gelassen werden. Die Koinfusion hoher Mengen ex vivo sekretierter
Zytokine und Chemokine k¨ onnte mit einem Risiko von schwerwiegenden immunologischen
Reaktionen des Patienten, wie z.B. die Ausl¨ osung eines sog. ”Zytokinsturms“, begleitet
sein. Die Behandlung von neun Patienten mit insgesamt 15 NK-DLIIL-2 stim Applikationen
waren im Rahmen dieser Studie jedoch nur partiell von transientem Fieber und von kei-
nen schweren Nebenwirkungen begleitet. In zwei Patienten kam es in Folge der NK-DLI
zu Erbrechen und Blutdruckschwankungen, woraufhin in einer einmaligen Dosis Steroide
appliziert wurden. Dies f¨ uhrte unmittelbar zu einer Verbesserung des Allgemeinzustandes.
Zusammenfassend wurde die Immuntherapie mit haploidenten unstimulierten sowie mit
ex vivo IL-2 aktivierten Spender-NK-Zellen ohne schwerwiegende Konsequenzen im Pati-
enten gut toleriert.
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5.3.3. Einschr¨ ankungen in der NK-Zell-Funktionalit¨ at
Um eine eﬃziente Immuntherapie zu gew¨ ahrleisten, m¨ ussen potentielle Funktionseinschr¨ an-
kungen charakterisiert und bewertet werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten signiﬁ-
kante Beeintr¨ achtigungen der Funktionalit¨ at von NK-Zellen demonstriert werden. Dabei
stand das zur GvHD-Prophylaxe eingesetzte immunsuppressive Medikament MMF im
Fokus dieser Untersuchungen. In ¨ Ubereinstimmung mit anderen Gruppen [172, 174] wur-
de eine Hemmung der NK-Zell-Proliferation, Zytokin-Sekretion, der zytotoxischen Ak-
tivit¨ at und des Zytokin-aktivierten NK-Zell-Ph¨ anotyps beobachtet. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte zudem erstmalig gezeigt werden, dass auch die durch Zytokine induzierte
intrazellul¨ are Signaltransduktion durch das Immunsuppressivum MPA massiv beeinﬂusst
wird. Dies ¨ außerte sich durch eine partiell bis vollst¨ andig inhibierte Phosphorylierung
zentraler Signalmolek¨ ule wie STAT-3, -4 und -5 (Jak/STAT-Signalweg), der MAP-Kinase
ERK1/2 (MAPK/ERK-Signalweg) und der Proteinkinase AKT (PI3K/AKT-Signalweg).
Dies steht vermutlich im Zusammenhang mit einer reduzierten Expression der IL-2Rα-
Untereinheit (CD25), wodurch die Ausbildung des hochaﬃnen IL-2αβγ-Rezeptors auf der
Zelloberﬂ¨ ache verhindert wurde. Demzufolge scheint die eingeschr¨ ankte NK-Zell-Eﬀektor-
funktion Ursache einer durch MPA gest¨ orten IL-2 Signaltransduktion zu sein.
MPA verursachte zudem eine Hemmung der durch den IL-2 Stimulus hervorgerufenen
Expressionssteigerung diverser Oberﬂ¨ achenmolek¨ ule. Dabei wurden auch Integrine (LFA-
1), Selektine (CD62L) und das interzellul¨ are Adh¨ asionsmolek¨ ul ICAM-1, die eine zen-
trale Rolle bei den Vorg¨ angen des ”Anhaftens und Rollens“ im Lauf der Leukozyten-
Migration beinhalten, durch MPA in ihrer Expression gehemmt. Auch die im Rahmen der
Leukozyten-Aktivierung und Chemotaxis-relevanten Chemokin-Rezeptoren CCR5 und
CXCR3 wurden in ihrer Expression inhibiert. Interessanterweise wurde jedoch eine bereits
erh¨ ohte Oberﬂ¨ achenexpression auf stimulierten und damit aktivierten NK-Zellen durch
eine 1- bis 4-t¨ agige MPA-Behandlung nicht beeinﬂusst. Somit w¨ are die w¨ ahrend des klini-
schen in vivo Monitorings beobachtete Extravasation stimulierter NK-Zellen vermutlich
nicht beeintr¨ achtigt. Demgegen¨ uber stehen jedoch Untersuchungen von Blaheta et al., die
nach in vitro MPA-Inkubation nicht nur auf T-Zellen sondern auch auf Endothelzellen
eine Reduktion diverser Zelladh¨ asionsmolek¨ ule beschrieben, wodurch die Migration von
T-Zellen massiv beeintr¨ achtigt wurde [182]. Da f¨ ur eine eﬃziente Leukozyten-Migration
auch eine ad¨ aquate Expression von Zelladh¨ asionsmolek¨ ulen auf Seiten des Endothels er-
forderlich ist, k¨ onnte demnach bei andauernder Immunsuppression w¨ ahrend der NK-Zell-
Therapie die Extravasation der stimulierten NK-Zellen aus der NK-DLI dennoch beein-
ﬂusst werden.
Obgleich in vorliegender Arbeit auch unstimulierte NK-Zellen auf eine Beeinﬂussung durch
das Immunsuppressivum MMF untersucht wurden, lag der Fokus auf einer m¨ oglichen
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Einschr¨ ankung der Funktionalit¨ at von IL-2 aktivierten NK-Zellen im Rahmen der NK-
Zell-Immuntherapie. Ohahta et al. und Eissens et al. untersuchten hingegen ausschließlich
Eﬀekte auf frisch isolierte NK-Zellen, die w¨ ahrend des Expansionsprozesses mit MPA be-
handelt wurden [172, 174]. Dieser experimentelle Aufbau legt den Fokus auf eine poten-
tielle Hemmung der Funktion der nach h¨ amatopoetischer SZT rekonstituierten NK-Zell-
Population. Die gehemmte Ausbildung eines aktivierten NK-Zell-Ph¨ anotyps l¨ asst auch in
vivo eine unter Immunsuppression deutlich eingeschr¨ ankte NK-Zell-vermittelte Immun-
kompetenz der Patienten erwarten. Daf¨ ur sprechen Daten von Weigel et al., die in vivo den
Einﬂuss einer MMF-Therapie nach Herztransplantation auf Lymphozyten untersuchten
und eine reduzierte Expression der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR auf NK-Zellen
beschreiben [209]. Demnach w¨ are die Eﬀektorfunktion von im Lauf einer Infektion durch
Zytokine aktivierten NK-Zellen auch in vivo durch die Inhibition des aktivierten zytotoxi-
schen NK-Zell-Ph¨ anotyps w¨ ahrend einer MMF-Therapie massiv beeintr¨ achtigt. Dies l¨ asst
nicht nur eine Einschr¨ ankung der im Rahmen der NK-Zell-Therapie applizierten, sondern
auch der endogen rekonstituierenden NK-Zellen vermuten. Zwar gibt es bisher keine Anzei-
chen einer versp¨ ateten Immunrekonstitution durch das zur GvHD-Prophylaxe verwendete
Immunsuppressivum MMF in Patienten nach allogener h¨ amatopoetischer SZT [210–212],
jedoch scheint die zytotoxische Funktionalit¨ at der fr¨ uh nach SZT immunrekonstituierten
NK-Zellen bereits beeintr¨ achtigt zu sein [198, 199]. Eine prolongierte immunsuppressive
Therapie nach SZT k¨ onnte nach vorliegenden Ergebnissen vermutlich zu weiteren Funk-
tionseinschr¨ ankungen f¨ uhren.
Des Weiteren hat die Inkubation von hochzytotoxischen NK-Zellen mit Patientenplasma
sowohl die NKG2D Rezeptordichte als auch die zytotoxische Aktivit¨ at der NK-Zellen si-
gniﬁkant beeintr¨ achtigt. Neben einer therapeutisch relevanten MPA-Plasmakonzentration
konnte in einem Neuroblastom-Patienten zudem auch ein erh¨ ohter sMICA-Plasmaspiegel
detektiert werden. Es ist bekannt, dass hohe Plasmaspiegel des sMICA Oberﬂ¨ achenpro-
teins zu einer Reduktion der NKG2D Expression und zu einer signiﬁkanten Hemmung
der zytotoxischen Aktivit¨ at von NK-Zellen f¨ uhren k¨ onnen. Dies steht im Zusammenhang
mit Tumor escape Mechanismen wobei unter anderem auch Neuroblastomzellen durch
ein sog. shedding von NKG2D Liganden von ihrer Oberﬂ¨ ache einer NK-Zell-vermittelten
Erkennung und Lyse entkommen [150, 175, 176]. Die zytotoxische Funktionalit¨ at der
Spender-NK-Zellen scheint demnach neben der immunsuppressiven Therapie noch durch
weitere Faktoren im Patientenplasma beeintr¨ achtigt zu werden.
Zusammenfassend scheinen mehrere Faktoren die Immunkompetenz der fr¨ uhen NK-Zellen
nach SZT zu beeinﬂussen. Ein Ziel adaptiver Immuntherapien ist es, Einschr¨ ankungen in
der Immunkompetenz und Funktionalit¨ at der NK-Zellen in der fr¨ uhen Phase nach h¨ ama-
topoetischer SZT zu ¨ uberbr¨ ucken. In diesem Zusammenhang scheinen IL-2 stimulierte
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NK-Zellen durch die erh¨ ohte Zytokin/Chemokin-Sekretion, die gesteigerte Zytotoxizit¨ at
und die geringere Sensitivit¨ at gegen¨ uber der MPA-Exposition einen Vorteil gegen¨ uber
unstimulierten NK-Zell-Applikationen zu haben.
5.3.4. Bewertung der Eﬀektivit¨ at der Immuntherapie
Es wird angenommen, dass Immuntherapien mit allogenen NK-Zellen den GvL/T-Eﬀekt
nach haploidenter SZT f¨ ordern k¨ onnen. Rubnitz et al. beschrieben k¨ urzlich ein 100%iges
¨ Uberleben von zehn p¨ adiatrischen Patienten mit AML nach haploidenter NK-Zell-Therapie
[131]. Obwohl die Patienten einer g¨ unstigen und/oder intermedi¨ aren Risikogruppe zuge-
ordnet waren und in erster kompletter Remission behandelt wurden, erscheinen die Er-
gebnisse vielversprechend. In vorliegender Arbeit kann aufgrund der kleinen und sehr he-
terogenen Patientengruppen nur schwer eine unmittelbare Einsch¨ atzung der Eﬀektivit¨ at
der hier vorgestellten Immuntherapie abgegeben werden – weder im Allgemeinen noch
in Bezug zu Unterschieden in der Applikation von unstimulierten oder IL-2 stimulierten
NK-Zell-Infusionen. Zudem wurden nur Hochrisikopatienten in dieser Studie behandelt,
die zu 63% zum Zeitpunkt der haploidenten SZT nicht in Remission waren. HLA- und
KIR-Typisierungen der Spender und Empf¨ anger ergaben in zw¨ olf von 16 Patienten (75%)
einen KIR-Liganden Mismatch und somit eine prognostische Alloreaktivit¨ at in Richtung
des GvL/T-Eﬀekts. Es konnte jedoch kein Einﬂuss auf den Therapieerfolg hinsichtlich ei-
ner GvHD-Entstehung, Rezidvrate oder des Remissionsstatuses festgestellt werden. Hoﬀ-
nungsvoll erscheint jedoch, dass zwei der vier Hochrisiko Neuroblastom Stadium IV Pati-
enten trotz schlechter ¨ Uberlebensprognose sich bereits ¨ uber zwei Jahre nach haploidenter
SZT und zus¨ atzlicher Immuntherapie mit IL-2 stimulierten NK-Zellen in kompletter Re-
mission beﬁnden. Ebenso weisen die vorliegenden Ergebnisse auf eine deutlich verbesserte
Funktionalit¨ at der durch IL-2 stimulierten NK-Zellen hin, die sowohl durch eine gesteiger-
te zytotoxische Aktivit¨ at als auch durch eine hohe ex vivo Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen gekennzeichnet war. Die Koapplikation dieses Zytokin/Chemokin-Gemischs
scheint die Extravasation der hochzytotoxischen NK-Zellen von der peripheren Blutzir-
kulation ins Gewebe zu f¨ ordern, was eine Aus¨ ubung des GvL/T-Eﬀekts in vivo erhoﬀen
l¨ asst. Ob dies in einer tats¨ achlichen Steigerung der Eﬀektivit¨ at der Immuntherapie resul-
tiert, und damit die Prognose der Patienten verbessert, werden erst zuk¨ unftige Studien
mit gr¨ oßeren Patientenkohorten abschließend zeigen k¨ onnen.
1176. Ausblick
In den hier vorgestellten begleitenden Untersuchungen zu einer klinischen Phase I/II NK-
Zell-Studie konnte ein Verlassen der IL-2 stimulierten Spender-NK-Zellen aus der periphe-
ren Blutbahn der Patienten gezeigt werden. W¨ ahrend in dieser und anderen Arbeiten ex
vivo gegen Leuk¨ amie- und Tumorzellen ein deutlich gesteigerter zytotoxischer Eﬀekt der
stimulierten NK-Zellen gegen¨ uber unstimulierten NK-Zellen demonstriert wurde, steht
der in vivo Beweis hinsichtlich eines verbesserten GvL/T-Eﬀekts noch aus. Nur multi-
zentrische Studien mit vergleichbaren Studienprotokollen und gr¨ oßeren, m¨ oglichst homo-
genen Patientengruppen k¨ onnen einen positiven klinischen Nutzen abschließend kl¨ aren.
Des Weiteren konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Einschr¨ ankung der ex vivo
Funktionalit¨ at von NK-Zellen durch das Immunsuppressivum MMF gezeigt werden. Dabei
waren IL-2 stimulierte im Vergleich zu unstimulierten NK-Zellen deutlich weniger sensi-
tiv gegen¨ uber der MMF-Exposition. Die geringere MMF-Sensibilit¨ at sowie eine gestei-
gerte Zytotoxizit¨ at IL-2 stimulierter NK-Zellen als auch die mutmaßliche Extravasation
stimulierter NK-Zellen w¨ ahren Vorteile der klinischen Applikation von NK-DLIIL-2 stim.
Die notwendige Verbesserung der Eﬀektivit¨ at dieser NK-Zell-Immuntherapie k¨ onnte in
zuk¨ unftigen Studien durch folgende Konzepte erzielt werden:
1. Vermeidung immunsuppressiver Therapie zum Zeitpunkt der NK-DLI
a) Absetzen immunsuppressiver Medikamente: Um eine hohe NK-Zell-Funktionalit¨ at zu
gew¨ ahrleisten, sollte die NK-DLI nach dem Absetzen der immunsuppressiven The-
rapie erfolgen oder wenn m¨ oglich auf die Immunsuppression ganz verzichtet werden.
Neben MMF haben auch andere Immunsuppressiva wie CsA, Sirolimus und Tacroli-
mus einen hemmenden Eﬀekt auf NK-Zellen gezeigt [172–174], womit die Umstellung
auf ein anderes Medikament keine Verbesserung darstellen w¨ urde. Um eine immun-
suppressive Therapie nach haploidenter SZT zu vermeiden, muss die Menge an allo-
reaktiven Spender-T-Zellen im Transplantat reduziert werden. Dies kann durch eine
CD34-Selektion der Stammzellen erfolgen oder m¨ oglicherweise durch neue Depleti-
onsverfahren wie die TCRαβ-Depletion [213]. Die im Rahmen dieser NK-Zell-Studie
genutzte Methode der CD3/CD19-Depletion f¨ uhrte zu einer hohen Anzahl residualer
Spender-T-Zellen, was eine immunsuppressive Therapie n¨ otig machte.
1182. ¨ Uberwindung der eingeschr¨ ankten NK-Zell-Funktionalit¨ at durch Optimie-
rung von Frequenz und Dosis der NK-DLI
a) ¨ Uberwindung von Tumor escape Mechanismen: NK-Zellen werden durch erh¨ ohte Plas-
maspiegel des l¨ oslichen Oberﬂ¨ achenproteins sMICA in ihrer zytotoxischen Aktivit¨ at si-
gniﬁkant gehemmt. Dabei bindet das von Tumorzellen sekretierte sMICA den NKG2D
Rezeptor der NK-Zellen und verhindert so eine eﬃziente Tumorerkennung [175, 176].
Wie erste in vitro Ergebnisse im Rahmen dieser NK-Zell-Studie gezeigt haben, konnte
durch kurze aufeinanderfolgende Gaben von NK-Zellen dieser Tumor escape Mecha-
nismus teilweise ¨ uberwunden werden. Die erste NK-Zell-Infusion w¨ urde dabei l¨ osliches
MICA ”abfangen“, sodass die in der zweiten Infusion enthaltenen hochzytotoxischen
NK-Zellen nicht mehr in ihrer zytotoxischen Aktivit¨ at gehemmt w¨ aren und potenti-
ell einen GvL/T-Eﬀekt am Zielort aus¨ uben k¨ onnten [150]. Daf¨ ur werden jedoch hohe
Dosen an NK-Zellen ben¨ otigt. Auch eine kombinierte NK-Zell-Therapie mit MICA-
speziﬁschen Antik¨ orpern w¨ are denkbar.
b) Optimierung des Expansionsprozesses: H¨ ohere Dosen IL-2 stimulierter NK-Zellen k¨ onn-
ten eine Tumor escape- und MMF-induzierte Funktionseinschr¨ ankung der NK-Zellen
kompensieren. Im Rahmen dieser NK-Zell-Studie wurde im Median nur eine etwa 5-
fache Expansionsrate der NK-Zellen erreicht. Bei einer Zieldosis von 1×107/kg KG
NK-Zellen erlaubt diese Expansionsrate nur zwei bis drei NK-DLI Applikationen. Um
mehrfache NK-DLI Applikationen mit einer h¨ oheren Zieldosis von etwa 1×108/kg
KG NK-Zellen zu erzielen, sind neue Expansionsprotokolle erforderlich. Dabei k¨ onnte
die Kokultivierung von NK-Zellen mit dendritischen Zellen oder mit zytokinproduzie-
renden autologen sog. Feeder Zellen eine deutliche Steigerung der NK-Zell-Ausbeute
bewirken.
3. Funktionssteigerung der NK-Zellen
a) Zytokin-Kombinationen: Die ex vivo IL-2 Stimulation stellt eine sichere und hochef-
ﬁziente Aktivierung der NK-Zellen dar. Eine st¨ arkere Aktivierung k¨ onnte gegenteilig
sogar in einer ¨ Uberstimulierung und fr¨ uhen Apoptose resultieren. Dennoch sollten
zuk¨ unftige Untersuchung kl¨ aren, ob durch eine Kombination von IL-2 mit anderen Zy-
tokinen wie z.B. IL-15 oder IL-12 k¨ urzere Expansionszeitr¨ aume mit einer verbesserten
Expansionsrate bei gleichbleibender hoher Funktionalit¨ at erzielt werden k¨ onnen.
b) Kombinierte Antik¨ orper- und NK-Zell-Therapie: Bei einer kombinierten NK-Zell-The-
rapie mit bereits klinisch erprobten tumorspeziﬁschen Antik¨ orpern k¨ onnte die Fc-
Rezeptor-vermittelte Antik¨ orper-abh¨ angige zellul¨ are Zytotoxizit¨ at (ADCC) verst¨ arkt
werden. Dies wurde bereits in ersten klinischen Studien mit haploidenten NK-Zellen
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und dem CD20 Antik¨ orper Rituximab bei der Behandlung von B-Zell-Lymphomen
angewandt [203]. Bispeziﬁsche Antik¨ orper, die sowohl die Tumorzelle als auch eine
NK-Zell-speziﬁsche Oberﬂ¨ achenstruktur erkennen, k¨ onnten die r¨ aumliche N¨ ahe von
Eﬀektor- und Zielzelle zudem verbessern [214].
c) Verbesserung der Tumorzellerkennung: Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACis) k¨ on-
nen die Expression aktivierender NK-Zell-Rezeptorliganden auf Tumorzellen verst¨ arken
und so Tumor escape Mechanismen entgegenwirken [215–217]. Eine Kombinationsthe-
rapie mit NK-Zellen k¨ onnte somit die NK-Zell-Funktionalit¨ at in vivo verbessern.
1207. Zusammenfassung
Zellul¨ are Immuntherapien mit hochaufgereinigten allogenen NK-Zellen sind eine m¨ ogliche
Therapieoption um den GvL/T-Eﬀekt nach haploidenter SZT bei p¨ adiatrischen Hochrisi-
kopatienten mit malignen Erkrankungen zu verst¨ arken. Im Rahmen der in Frankfurt a.M.
laufenden klinischen Phase I/II NK-Zell-Studie wurden 16 p¨ adiatrische Patienten sowohl
mit unstimulierten (NK-DLIunstim, 9 Patienten) als auch mit zehn Tage ex vivo IL-2 (1000
U/ml) stimulierten Spender-NK-Zellen (NK-DLIIL-2 stim, 9 Patienten) an den Tagen (+3),
+40 und +100 nach haploidenter SZT behandelt. Bisher gibt es kaum Daten ¨ uber den
Verbleib der transfundierten Zellen und den Einﬂuss der NK-DLI Immuntherapie auf so-
wohl zellul¨ are als auch humorale Komponenten des Immunsystems der Patienten. Da die
Patienten zudem nach haploidenter SZT zur GvHD-Prophylaxe das immunsuppressive
Medikament Mycophenolat-Mofetil (MMF) erhalten, sind Untersuchungen zum Einﬂuss
von MMF auf die Funktionalit¨ at der Spender-NK-Zellen von großem Interesse.
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe eines studienbegleitenden, nichtinvasiven in
vivo Immunmonitorings erstmalig ein unterschiedlicher Einﬂuss von NK-DLIunstim im Ver-
gleich zu NK-DLIIL-2 stim auf zellul¨ are Bestandteile und auf die Zytokin/Chemokin-Spiegel
des peripheren Blutes der Patienten vor und 10 min, 1 h, 4 h und 24 h nach der Zell-
therapie beschrieben. Mittels durchﬂusszytometrischen single platform Analysen konnten
sowohl Spender-NK-Zellen als auch patienteneigene NK-Zellen ph¨ anotypisch und funk-
tionell charakterisiert und unterschieden werden. So wurden neben einer gesteigerten zy-
totoxischen Aktivit¨ at IL-2 stimulierter NK-Zellen auch Unterschiede hinsichtlich der Ex-
pression des Oberﬂ¨ achenmolek¨ uls CD56, des Aktivierungsmarkers CD69, des Nat¨ urlichen
Zytotoxizit¨ ats-Rezeptors (NCR) NKp44 und des Lymphknoten Homing Molek¨ uls CD62L
beobachtet. Des Weiteren f¨ uhrte die Applikation von NK-DLIIL-2 stim zu einer signiﬁkan-
ten Zellmigration in der peripheren Blutzirkulation der Patienten. W¨ ahrend sich die Zahl
der neutrophilen Granulozyten innerhalb von 4 h im peripheren Blut vervierfachte wurde
unmittelbar 10 min nach NK-DLIIL-2 stim ein massiver Zellverlust von eosinophilen Granu-
lozyten, Monozyten, dendritischen Zellen und vor allem der NK-Zellen beobachtet. Eine
ausgepr¨ agtere Reduktion der immunregulatorischen CD56brightCD16dim/- NK-Zellen hatte
zudem eine Verschiebung in der prozentualen Verteilung der NK-Zell-Subpopulationen
zur Folge. In den folgenden 24 h normalisierten sich alle Zellzahlen wieder zu den Werten
vor NK-DLI. Anhand der beschriebenen ph¨ anotypischen Unterscheidungsmerkmale konn-
te gezeigt werden, dass dabei nur patienteneigene NK-Zellen in die periphere Blutbahn
zur¨ uckkehrten. Die Zellmigration war zudem in vivo von einem signiﬁkanten Anstieg der
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proinﬂammatorisch- und chemotaktisch-wirkenden Zytokine/Chemokine IL-2, IL-6, IL-8,
IFN-γ, MCP-1 und MIP-1β im peripheren Blut der Patienten 10 min nach NK-DLIIL-2 stim
Applikation begleitet. Die Applikationen von NK-DLIunstim zeigten im Gegensatz dazu kei-
ne vergleichbaren Eﬀekte.
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war herauszuﬁnden, ob eine Therapie mit dem Immun-
suppressivum MMF nach haploidenter SZT die Funktionalit¨ at dieser hochaktivierten
Spender-NK-Zellen beeintr¨ achtigt und somit die Eﬀektivit¨ at der Immuntherapie gef¨ ahr-
det. Es konnten Einschr¨ ankungen in der ex vivo Funktionalit¨ at der NK-Zellen durch the-
rapeutisch relevante Konzentrationen (1 bis 10 µM) des aktiven Metaboliten Mycophe-
nols¨ aure (MPA) gezeigt werden. Die MPA-Inkubation f¨ uhrte zu einer dosisabh¨ angigen
aber reversiblen Inhibition der IL-2 bedingten ex vivo NK-Zell-Proliferation. Auch die
w¨ ahrend des ex vivo Expansionsprozesses induzierte Zytokin/Chemokin-Sekretion wurde
signiﬁkant gehemmt. Eine 24-st¨ undige MPA-Inkubation der IL-2 stimulierten NK-Zellen
f¨ uhrte zudem zu einer eingeschr¨ ankten Mobilit¨ at der NK-Zellen. Dies korrelierte mit einer
signiﬁkant reduzierten zytotoxischen Aktivit¨ at gegen K-562 Tumorzellen, was jedoch nicht
mit einer Oberﬂ¨ achenreduktion der NCRs und des NKG2D Rezeptors assoziiert war. Auch
die durch die IL-2 Stimulation verursachte Hochregulierung der in Aktivierung und Migra-
tion involvierten Oberﬂ¨ achenmolek¨ ule CD25, LFA-1, ICAM-1, CCR5, CXCR7, DNAM-1
und CD62L wurde durch MPA inhibiert. Im Gegensatz dazu hatte eine 24-st¨ undige oder 4-
t¨ agige MPA-Behandlung bereits vorstimulierter NK-Zellen keinen Einﬂuss. Zudem konnte
im Rahmen dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass die IL-2 induzierte intrazellul¨ are
Signaltransduktion durch MPA beeinﬂusst wird. Dies ¨ außerte sich in einer partiell bis
vollst¨ andig inhibierten Phosphorylierung zentraler Signalmolek¨ ule wie STAT-3, -4 und -5,
der MAP-Kinase ERK1/2 und der Proteinkinase AKT. Dadurch wurden die durch IL-2
gef¨ orderten Zellprozesse wie das ¨ Uberleben, die Proliferation und die zytotoxische Ak-
tivit¨ at der NK-Zellen drastisch gehemmt. Dies steht vermutlich im Zusammenhang mit
einer reduzierten Expression der IL-2Rα Untereinheit (CD25), wodurch die Ausbildung
des hochaﬃnen IL-2αβγ-Rezeptors auf der Zelloberﬂ¨ ache verhindert wurde. Demzufolge
scheint die eingeschr¨ ankte NK-Zell-Eﬀektorfunktion Ursache einer durch MPA gest¨ orten
IL-2 Signaltransduktion zu sein.
Zusammenfassend scheinen NK-DLIIL-2 stim durch die gesteigerte Zytotoxizit¨ at, die gerin-
gere Sensitivit¨ at gegen¨ uber der MPA-Exposition sowie durch die mutmaßliche Extrava-
sation der stimulierten NK-Zellen aus der peripheren Blutbahn einen Vorteil gegen¨ uber
NK-DLIunstim zu haben. Ob dies auch in einer Steigerung der Eﬀektivit¨ at der Immunthera-
pie resultiert und damit die Prognose der Patienten verbessert werden kann, werden jedoch
erst zuk¨ unftige Studien mit gr¨ oßeren Patientenkohorten abschließend zeigen k¨ onnen.
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147AnhangA. CD-Nomenklatur
Tabelle A.1: CD-Nomenklatur. Zellul¨ are Expression und Funktion besprochener und/oder analysier-
ter Oberﬂ¨ achenantigene, klassiﬁziert nach der CD-Nomenklatur [10, 14].
CD-Antigen alternativer
Name
zellul¨ are Expression Funktion
CD3 T3 T, Thym assoziiert mit TCR;
Signaltransduktion
CD4 T4 Helfer T, Thym,
Mo, Ma
Korezeptor HLA-Klasse-II Molek¨ ule;
HIV-Rezeptor; Signaltransduktion
CD8 T8 Zytotoxische T,
Thym, Treg, NK
Korezeptor HLA-Klasse-I Molek¨ ule
CD11a LFA-1,
αL-Integrin
Leuk Adh¨ asion; bindet CD54 (ICAM-1),
CD102 (ICAM-2), CD50 (ICAM-3);
assoziiert mit CD18
CD11b MAC-1,
αM-Integrin
NK, Mo, Gra Adh¨ asion; bindet CD54 (ICAM-1)
und extrazellul¨ are Matrixproteine;
assoziiert mit CD18
CD14 LPS-Rezeptor Mo, Gra, DC, B LPS- und LPB-Rezeptor
CD16 FcγRIII NK, Neu, Ma tief-aﬃner Fc-Rezeptor; vermittelt
Phagozytose und ADCC
CD18 Integrin-β2 Leuk Adh¨ asion; assoziiert mit CD11a/b/c/d
CD19 – B Korezeptor B; im Komplex mit CD21
und CD81
CD20 – B Aktivierung, Diﬀerenzierung,
Kostimulation von B
CD25 IL-2Rα akt. T + NK, Treg,
B, Mo, reife DC
α-Kette IL-2 Rezeptor
CD33 – myeloide Vorl¨ aufer,
Mo, DC
Adh¨ asion
CD34 Mucin h¨ amatopoetische
Vorl¨ aufer, Eos,
kapill¨ ares Endo
Adh¨ asion; Ligand f¨ ur CD62L
(L-Selektin)
CD45 LCA alle
h¨ amatopoetischen
Zellen
Tyrosin-Phosphatase
CD54 ICAM-1 h¨ amatopoetische
und nicht-
h¨ amatopoetische
Zellen
interzellul¨ are Adh¨ asion; bindet
CD11a/CD18-Integrin (LFA-1) und
CD11b/CD18-Integrin (MAC-1);
Rhinovirus Rezeptor
CD56 NCAM NK Adh¨ asion
CD62L L-Selektin,
LAM-1
NK, B, T, Mo Adh¨ asion Leuk; bindet CD34;
vermittelt rollende Interaktionen
(Leukocyte rolling), Homing Rezeptor
150CD69 AIM fr¨ uh akt. T + B +
NK + Ma
fr¨ uhes Aktivierungs-Antigen
CD81 TAPA-1 Ly assoziiert mit CD19 + CD21 zur
Formation des B-Zell-Korezeptors
CD85k – DC unbekannt
CD123 – myeloide Vorl¨ aufer α-Kette des IL-4 und IL-13 Rezeptors
CD159a NKG2A NK inhibierender Rezeptor; verhindert
NK-Zell-Zytotoxizit¨ at, bindet CD94
CD183 CXCR3 akt. T, Mo, Ma,
NK, Eos, B, Endo
Chemokin-Rezeptor IP-9, IP-10, MIG
CD195 CCR5 Mo, Ma, NK,
unreife DC
Chemokin-Rezeptor MIP1αβ,
RANTES, MCP-2
CD226 DNAM-1 NK, Throm, Mo, T
Subpop
Adh¨ asion
CD314 NKG2D NK, T Subpop aktivierender Rezeptor;
NK-Zell-Zytotoxizit¨ at
CD335 NKp46 NK NCR; NK-Zell-Zytotoxizit¨ at
CD336 NKp44 NK NCR; NK-Zell-Zytotoxizit¨ at
CD337 NKp30 NK NCR; NK-Zell-Zytotoxizit¨ at
Abk¨ urzungen: ADCC: antibody-dependent cell cytotoxicity (Antik¨ orper-abh¨ angige zellul¨ are Zytotoxizit¨ at), AIM: Activation
induction molecule, akt.: aktivierte, B: B-Zellen, DC: Dendritische Zellen, DNAM-1: DNAX accessory molecule-1 receptor,
Endo: Endothel Zellen, Eos: Eosinophile Granulozyten, Gra: Granulozyten, HIV: Humanes Immundeﬁzienz Virus, HLA-I/II:
Humanes Leukozyten Antigen Klasse I/II-Molek¨ ul, IP-9: Interferon-inducible protein-9, IP-10: Interferon-inducible protein-
10, LAM-1: Leukozyten Adh¨ asionsmolek¨ ul 1, LBP: Lipopolysacharid-Bindungsprotein, LCA: Leucocyte common antigen,
Leuk: Leukozyten, LFA-1: lymphocyte function-associated antigen-1, LPS: Lipopolysacharid, Ly: Lymphozyten, Ma: Ma-
krophagen, MAC-1: Macrophage antigen complex-1, MCP-2: Monocyte chemoattractant protein-2, MIP-1α/β: Macrophage
inﬂammatory protein-1α/β, MIG: Monokine induced by Interferon-γ, Mo: Monozyten, NCR: Nat¨ urlicher Zytotoxizit¨ ats
Rezeptor, Neu: Neutrophile Granulozyten, NK: NK-Zellen, RANTES: Regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted, Subpop: Subpopulation, T: T-Zellen, TAPA-1: Target of antiproliferative antibodies, TCR: T-Zell-Rezeptor,
Thym: Thymozyten, Throm: Thrombozyten, Treg.: regulatorische T-Zellen.
151B. Zytokine und Chemokine
Tabelle B.1: Zytokine und Chemokine. Produktion, Zielzelle, Rezeptor und Wirkungsweise analy-
sierter Zytokine und Chemokine [10, 14, 156, 157, 167].
Zytokin/
Chemokin
Produzent Zielzelle Rezeptor Wirkung
G-CSF Ma, Fib,
Endo, KM
Gra, Throm,
myeloische
Vorl¨ aufer,
Endo,
G-CSF-R Wachstum, Diﬀerenzierung,
Aktivierung Gra +
myeloische Vorl¨ aufer;
Proliferaion, Migration
Endo
GM-CSF T, Ma, Fib,
Endo
Gra, Mo, EC,
Fib, DC
GM-CSF-R Wachstum
h¨ amatopoetischer
Vorl¨ aufer; Diﬀerenzierung,
Aktivierung Gra + Mo
IFN-γ T, NK, DC,
Ma
H¨ amatopoeti-
sche Zellen,
Epi, Endo,
Tumorzellen
IFNγR Aktivierung Ma;
Stimulierung MHC-I + FcR
Expression; Aktivierung
Neu + NK; Diﬀerenzierung
CD8+ T; Chemotaxis Mo
IL-1β Mo, Ma, DC,
NK, B, Endo,
Fib
T, B, Endo,
He
IL-1R Aktivierung Ly + Ma;
Adh¨ asion; Fieber;
Akute-Phase Reaktion
IL-2 T, CD8+ T T, NK, B, Mo IL-2R Proliferation,
Diﬀerenzierung T + NK
IL-4 T, KM, Mast, T, B, Mo,
Endo, Fib
IL-4R Isotyp-Switch in B;
Sekretion IgG + IgE
IL-6 akt. T, MNZ,
Epi, Endo
B, T, He, KM IL-6R Akute-Phase Reaktion;
Fieber; CRP-Produktion
IL-7 KM, Thym,
Milz
T, B IL-7R Proliferation,
Diﬀerenzierung B + T
IL-8
(CXCL8)
akt. Endo,
MNZ,
Leuk,
besonders
Neu, Ery, Epi,
Endo
CXCR1,
CXCR2
Aktivierung, Chemotaxis
Neu
IL-10 Mo, Ma, DC,
akt. T
B, Mo, NK,
Thym
IL-10R Aktivierung, Proliferation
B + Thym + Mast
IL-13 akt. T B, Mo unbekannt Proliferation,
Diﬀerenzierung B; IgE
Sekretion
IP-10
(CXCL10)
Ly, Mo, Ma,
Endo
Ly, Mo, Neu,
Endo
CXCR3 Lymphknoten Homing;
Gewebeinﬁltration T
MCP-1
(CCL2)
Leuk, Fib,
Endo
NK, T, Mo,
Bas, Eos
CCR2,
CCR10
Chemotaxis, Stimulierung
NK zur Degranulierung
152MIP-1α
(CCL3)
stim. Mo +
Ma,
Ged¨ achtnis T
Gra, T, H¨ ama-
topoetische
Zellen
CCR1,
CCR5
Adh¨ arenz Mo; Migration T;
hemmt H¨ amatopoese
MIP-1β
(CCL4)
akt. T, B,
Mo, NK
Mo, Ly, Gra CCR5 Chemotaxis, Adh¨ asion Mo
+ Ly
RANTES
(CCL5)
T, NK T, Mo, Eos,
Bas
CCR2,
CCR5
Chemotaxis;
HIV-Suppressor
TNF-α akt. Mo +
Ma, DC, B,
T, Fib
nahezu alle
Zellen
TNF-R1+2 proinﬂammatorisch;
Wachstum, Diﬀerenzierung
vieler Zellen; zytotoxisch
f¨ ur Tumorzellen
TNF-β akt. T + B nahezu alle
Zellen
TNF-R1+2 Wachstum, Diﬀerenzierung
vieler Zellen
Abk¨ urzungen: akt.: aktivierte, CRP: C-reaktives Protein B: B-Zellen, Bas: Basophile Granulozyten, DC: Dendritische Zellen,
Endo: Endothel Zellen, Eos: Eosinophile Granulozyten, Epi: Epithel Zellen, Ery: Erythrozyten, FcR: Fc-Rezeptor, Fib: Fi-
broblasten, Gra: Granulozyten, G-CSF: Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, GM-CSF: Granulozyten/Makrophagen-
Kolonie-stimulierender Faktor, He: Hepatozyten, HIV: Humanes Immundeﬁzienz Virus, IFN: Interferon, IL: Interleukin,
IP-10: Interferon-inducible protein-10, KM: Knochenmark, Leuk: Leukozyten, Ly: Lymphozyten, Ma: Makrophagen, Mast:
Mastzellen, MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1, MHC-I: Major histocompatibility complex Klasse I-Molek¨ ule,
MIP-1α/β: Macrophage inﬂammatory protein-1α/β, MNZ: Mononukle¨ are Zellen, Mo: Monozyten, Neu: Neutrophile Gra-
nulozyten, NK: NK-Zellen, RANTES: Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted, T: T-Zellen, Thym:
Thymozyten, TNF: Tumornekrosefaktor, Throm: Thrombozyten.
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